








Grundlagen und Anwendungen der Absolutkolorimetrie. 


10. Mitteilung!: 


Die absolutkolorimetrische Bestimmung des Bilirubins im Serum. 


Von 
A. Thiel und ©. Peter. 
(Aus dem Physikalisch-chemischen Institut der Universitat Marburg.) 
(Eingegangen am 5, April 1954.) 
Mit | Abbildung im Text. 


1. Vorbemerkungen. 


Die auberordentliche Vereinfachung, die sich fiir Farbmessungen 
mit dem Absolutkolorimeter aus der Anwendung des_ ,, Verfahrens 
der abgestimmten Schichtdicke’* ergibt, veranlaBbte uns, die haufig aus- 
gefiihrte Bestimmung des Bilirubins in Gestalt seines Azoderivates 
als einen der ersten Falie in den Kreis unserer Untersuchungen zu ziehen®, 
um so ein MeBverfahren zu schaffen, das die Ergebnisse dieser wichtigen 
Bestimmung ohne jede Umrechnung unmittelbar an der Skalenteilung 
des Kolorimeters abzulesen gestattet. 


Ausgangspunkt jeder kolorimetrischen (photometrischen) Be- 


stimmung mub die Priifung des zu benutzenden Farbstoffs auf Giltigkeit 
des Beerschen Gesetzes sein. So wurde denn auch von uns das Azo- 
derivat des Bilirubins! zunachst in wasserig-alkoholischer (stark saurer) 
Loésung in Abwesenheit von Blutserum einer genauen Priifung unter- 


1 Die vorangegangenen Mitteilungen (noch ohne den gemeinsamen 
Obertitel) sind: (Nr. 1) R. Diehl, Marburger Sitzungsber. 66, 65, 1931; (Nr. 2) 
A. Thiel, Forsch. u. Fortschr. 8, 152, 1932; (Nr. 3) A. Thiel u. R. Diehl, 
Marburger Sitzungsber. 67, 11, 1932; (Nr. 4) 4. Thiel u. W. Thiel, Die chem. 
Fabr. 5, 409, 1932; (Nr. 5) A. Thiel, Zeitschr. f. Elektrochem. 39, 312, 1932: 
(Nr. 6) derselbe, Klin. Wochenschr. 12, 1144, 1933: (Nr. 7) derselbe, Zeitschr. 
f. anal. Chem. 94, 170, 1933; (Nr. 8) 4. Thiel u. R. Diehl, Marburger Sitzungs- 
berichte 68, 33, 1933; (Nr. 9) A. Thiel, R. Diehl u. O. Peter, ebenda 68, 85, 
1933. — ? A. Thiel u. W. Thiel, Die chem. Fabr. 5, 409, 1932. 3 Der 
AbsehluB der vorliegenden Untersuchung, die von Dr. H.-E. Schwarzkop} 
begonnen und dann zundchst von Dr. FR. Diehl fortgefiihrt wurde, hat sich 
durch mannigfache Umstande erheblich verzégert, insbesondere durch die 
Schwierigkeiten, welche die exakte Beimischung definierter Mengen von 
Bilirubin zu Blutserum verursachte. Wir danken den Herren Schwarzkop/ 
und Diehl auch an dieser Stelle fiir ihre willkommene und wertvolle Vor 
arbeit. 4 Reinstes Bilirubin wurde mir freundlicherweise von Herrn 
Geheimrat Professor Dr. Hans Fischer in Miinchen iiberlassen.  Ieh danke 
Herrn Kollegen Fischer verbindlichst fiir sein Entgegenkommen. A. Thiel. 
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worfen. Die im Konzentrationsbereich von 0,1 bis 2,5 Bilirubineinheiten ! 
durchgefiihrten Messungen unter Verwendung des Filters SF 8 (Schwer 
punkt: 569m) ergaben eine Konstanz des auf lem Schichtdick 
und 1 Bilirubineinheit umgerechneten Extinktionswertes innerhal! 


von 0,7 ‘ 


>), wobei die vorhandenen geringen Differenzen keinen Gang 
mit der Konzentration zeigten. Die Verwertung der Kuppelungs 
reaktion des Bilirubins mit dem Lhrlichschen Diazoreagens zur quanti 
tativen Bestimmung des Bilirubins in Serum st6Bt auf gewisse 
Schwierigkeiten, deren Erérterung (nebst der alteren Literatur) in einer 
sehr willkommenen Monographie von L. Heilmeyer® zu finden ist. 
Wir kommen weiter unten darauf zuriick. Die grundlegenden optischen 
Messungen haben wir mit dem Spektralphotometer von Kénig- Martens 
ausgefiihrt. | Vergleichende Messungen mit dem Absolutkolorimete: 
von Leitz ergaben vollkommene Ubereinstimmung. 


2. Die Grundlagen. 
a) Bildung und Verhalten des Bilirubin-Azofarbstof{s in Abwesenheit von 
Blutserum. 

Bilirubinhaltige Sera geben in manchen Fallen (,,direkt kuppelnde* 
Sera) auffallig schwache Farbungen mit dem gewohnlichen Diazoreagens. 
Man hat diese Erscheinung auf einen Verlust an Bilirubin durch Bindung 
(oder Adsorption) an Serumeiweif zuriickgefiihrt und sucht nach 
dem Vorgange von L. Jendrassik und A. Czike® die hieraus resultierenden 
Fehler durch Zugabe von Coffein-Natriumbenzoat vor der Kuppelung 
zu verhiiten. In der Tat gibt diese Modifikation des Verfahrens betracht- 
lich héhere Bilirubingehalte (entsprechend starkeren Farbungen). 
Daraus wird — ohne daf freilich ein exakter Beweis dafiir vorliegt 
geschlossen4, daB nach Jendrassik und Czike alles Bilirubin richtig er- 
faBt wird, und so gilt die in Rede stehende Methode jetzt als universell 
anwendbares Normalverfahren. 

Mit Riicksicht auf die Verwendung von Coffein-Natriumbenzoat 
in immerhin ansehnlicher Menge war die Frage entstanden, ob dieser 
Zusatz einen EinfluB auf Farbton und Farbstarke des Azobilirubins 
ausiibe. L. Heilmeyer und W. Krebs® haben diese Frage untersucht 
und eine betrachtliche Senkung der Extinktionskurve des Azoderivats 
in saurer Lésung gefunden. Nach ihren Angaben berechnet sich bei 


? Die Bilirubineinheit ist eine von S.J. Thannhauser und E. Andersen 
(Deutsch. Arch. f. klin. Med. 187, 185, 1921) eingefiihrte Konzentrations- 
einheit; sie entspricht 1 mg in 200 ccm Serum. — ? Medizinische Spektro- 
photometrie S. 148ff. Jena, G. Fischer, 1933. — * Deutsch. med. 
Wochenschr. 54, 430, 1928; Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 60, 554, 1928. 
— * Die Wahrscheinlichkeit spricht dafiir, daB die héchsten Werte, die 
man findet, die richtigsten sind. — ° Diese Zeitschr. 223, 352, 1930. 
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Absolutkolorimetrie des Bilirubins. 3 


570 mu eine Verminderung der Extinktion um nicht weniger als 18°,. 
Das Kurvenmaximum bleibt annaihernd an der gleichen Stelle des 
Spektrums liegen (es liegt ein wenig oberhalb von 580 mu, wahrend 
ohne Coffein-Natriumbenzoat der Scheitelpunkt dicht unterhalb von 
580 mu zu sehen ist). 

Die von Heilmeyer und Krebs (1. ec. 8. 361) diskutierten Méglichkeiten 
fiir eine derartig auffallende Farbanderung erschienen uns von vornherein 
wenig plausibel; wir fassen das ganze Phinomen im wesentlichen als ein 
Analogon zu den durch fremde Elektrolyte bedingten Grenzfarbeninderungen 
der Indikatoren! auf, erwarteten dann aber bedeutend geringere Effekte. 
Wir haben daher eigene Versuche in dieser Richtung angestellt und unsere 
Vermutungen vollauf bestatigt gefunden: die Unterschiede zwischen zusatz- 
freien und zusatzhaltigen Lésungen sind zwar nachweisbar, aber doch 
relativ geringfiigig. Danach erledigen sich auch die oben erwahnten Ver- 
mutungen von Heilmeyer und Krebs. 

Die Tabelle I gibt die von uns gemessenen Werte der Extinktionen 
fiir eine Konzentration von 1 Bilirubineinheit und 1 em Schichtdicke. 
Sie sind also unmittelbar mit den Werten der Tabelle | bei Heilmeyer 
und Krebs (1. ¢. S. 353) 


vergleichbar. Tabelle I. 





Besonders anschau- — wajjop- F fiir Lem Schicht | weyjen-  £ fiir 1 em Schieht 
lich werden die obwal- linge ~ohhe as lange ~chne mit 
tenden Verhaltnisse bei mu | Coffein = Coffein me || Comein | Comein 
vraphischer Darstellung : a . 
8 ve \ 8 500 0.208 0,212 570 0.684 0,676 
(Abb. 1). 520 0,345 © 0,342 | 580 0,696 0,685 


__Wenmansetigt HE) 80 1a | 2 as Sen 
die Kurve ohne Coffein 560 | 0,650 0,644 | 620 0,420 0,436 
im ansteigenden Aste 

oberhalb, im abfallenden Aste unterhalb der Kurve mit Coffein: die 
Maxima sind 2 = 580myu, FE = 0,696 baw. 2 = 579 mu, E = 0,686. 
Bei 589 my liegt ein Schnittpunkt. Die Differenz der Extinktionen 
betrigt bei 570 mu 0,008 oder knapp 1,2°,, ein Betrag, der fiir die 
meisten Zwecke der Praxis kaum eine Bedeutung haben diirfte. Wir 





1 4. Thiel u. G. Coch, Zeitschr. f. anorg. u. allgem. Chem. 217, 353, 1934. 
Die Ansicht von Heilmeyer und Krebs (loc. 8.352), daB alle Azofarb- 
stoffe (in ihrer Farbe) stark von der herrschenden Saurestufe abhangig 
seien, ist irrig. Azofarbstoffe ohne Indikatorencharakter, wie z. B. Azo- 
benzolsulfoséure. zeigen eine bemerkenswerte optische Konstanz von stark 
saurer bis zu stark alkalischer Reaktion. Das Azobilirubin aber ist nach 
seiner Entstehungsweise zweifellos ein Amidoazokérper und als solcher 
ein ausgesprochener Indikator. Uber seine Indikatoreigenschaften soll an 
anderer Stelle berichtet werden. Schon hier sei darauf hingewiesen. daf 
die blaue Grenzform eine ganz ungewéhnliche Farbtiichtigkeit besitzt 
(€max, = etwa 1.3. 10° qem/Millimol); es wird darin von keinem der tiblichen 
Indikatoren erreicht. 


1 * 
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kénnen keine Erklarung fiir die abweichenden Befunde von Heil 
meyer und Krebs geben. Da aber alle vorkommenden Versuchsfehle: 
im Sinne eines Verlustes an Bilirubin wirken miissen, haben’ wir 
schon aus diesem Grunde zu unseren (héher liegenden) Werten 
groBeres Vertrauen. Vielleicht ergibt sich eine Aufklirung bei ge 
nauerer Wiirdigung des Arbeitsverfahrens sowie gewisser Beolh 
achtungen, auf die wir weiter unten zu sprechen kommen. 


Wir haben folgende Arbeitsvor 











a0 
schrift innegehalten. 
G60 re ; 
a) Ohne Coffein-Natriumbenzoat. 
\ 950 re 2 cem einer frischen Loésung von 5 my 
Bilirubin in 100 cem Chloroform werden 
cc im 20-ceem-MeBké6lbchen bei Zimmer 
qua temperatur unter dem vollen Vakuum de: 
Wasserstrahlpumpe bis auf etwa_ ein 
Fiinttel des Volumens eingedampft und 
@ mit LO cem 96°,igem Alkohol  aufge 
nommen. Hierauf werden 5cem Diazo 
070) reagens (lO ccm einer Loésung von 5¢ 


Sulfanilsiure + 1,5ceem konz. Salzsaéure im 





Liter wasseriger Lésung, mit 0,lcem einer 


Abb. 1. 0,5°,igen Natriumnitritlésung vermischt ) 


Extinktionskurve des Azobili- und nach 8 Minuten Stehen 4cém konz 
rubins ohne (—--——) und mit 


( meats vou Cofaine Salzsiure (s. G. 1,19) zugegeben; nach 
Natriumbenzoat. der Abkiithlung auf Zimmertemperatu: 

wird mit 96°,igem Alkohol zur Marke 

autgefiillt. Diese Lésung, die also 0,lmg Bilirubin in 20 cem oder 1 mg 
in 200 cem (d.h. 1 Bilirubineinheit) enthalt, wird unmittelbar gemessen. 





b) Mit Coffein-Natriumbenzoat. 


Alles sonst wie bei a); nur wird vor dem Zusatz des Diazoreagens | cei 
50° ige Lésung von Coffein-Natriumbenzoat und darauf 0,15 e¢em = konz. 
Salzsiure (nicht umgekehrt!) hinzugefiigt. Nach unseren Erfahrungen 
ist fiir die Gewinnung exakter Ergebnisse die Fernhaltung des Luft 
sauerstoffs wesentlich. Wir dampfen daher die Bilirubinlésungen (die 
Chloroformlésung nimmt auch beim Stehen bei Zimmertemperatut 
und im Dunkeln in gut verstopfter, aber einen Luftraum enthaltende: 
Flasche allmaéhlich an Gehalt ab) grundsitzlich unter Luftabschlub 
(im Vakuum oder im Kohlensaéurestrom) ab und nehmen auch alle 
Operationen entweder bei durch Verhangen der Fenster gedampftem 
Tageslicht oder bei kiinstlicher Beleuchtung vor, seit wir festgestellt 
haben, dai die Oxydation des Bilirubins durch ‘Tageslicht  bef6érdert 
wird!, eine bisher augenscheinlich nicht bemerkte Eigentiimlichkeit dieser 
Substanz. 


' Wir haben beim Arbeiten im vollen Tageslicht an sonnigen Tagen 
FO 


bis zu 7°,, Verlust an Bilirubin feststellen kénnen. 
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Absolutkolorimetrie des Bilirubins. 5 


Vielleicht finden die abweichenden Befunde von Hei/meyer und Krebs? 
lurch Nichtberiicksichtigung irgendeiner der genannten Fehlerquellen 
hre Erklarung. 

b) Versuche mit bilirubinhaltigen Seren. 

Aus dem Extinktionswerte von 0,673, den man beim Schwerpunkt 
unseres Filters SF 8 (569 my) durch graphische Interpolation fiir die 
Coffeinmethode ableiten kann, ergibt sich in folgender Weise die .,ab- 
gestimmte Schichtdicke*’. 

Eine Lésung mit | Bilirubineinheit Gehalt erfordert in 5mm Schicht- 
dicke zur optischen Kompensation 6,73 mm Graulésung von der spezifischen 

eS 2 ect 5,0.10,0 0 _ ; 

Extinktion 0,50. Folglich erfordern 6.73 7.4,mm Versuchslésung 
ode 

eine Schichthéhe von 10.0mm Graulésung. oder 7,4,.mm ist die ..ab- 

gestimmte Schichtdicke™ in dem Sinne, da dann jedes em Graulésung 

| Bilirubineinheit (jedes mm also 0,1 Bilirubineinheit) anzeigt. 

Wenn man also statt der 2cem (zehnfach konzentrierter) Bilirubin- 
Chloroformlésung 2 cem Serum der Coffeinmethode unterwirft, wird man 
bei gleichen Verdiinnungsverhaltnissen (Verdiinnung 1: 10) den Bilirubin- 
gehalt des Originalserums ebenfalls unmittelbar an der Skala der Grau- 
lésungsseite ablesen kénnen, und zwar nunmehr in Millimetern Graulésung 
fiir jede Bilirubineinheit, wenn man 7,4;mm auf der Versuchsseite als 
abgestimmte Schichthéhe benutzt. Die gleichen Beziehungen ergeben 
sich natiirlich fiir jede Arbeitsvorschrift, bei der das Originalserum auf 
das Zehnfache verdiinnt wird. 

Um die Grundlagen der Anwendbarkeit der optischen Bilirubin- 
bestimmung auf den Bilirubingehalt von Blutserum zu _ priifen, haben 
wir weiterhin festgestellt, 0b man Bilirubin, das man willkiirlich einem 
Serum zusetzt, nach dieser Methode quantitativ wiederfindet, eine Fest- 
stellung, die bisher noch fehlt. Wir haben zu dieser Untersuchung 
teils Rinderserum benutzt, das sich im allgemeinen als bilirubinfrei 
erwies, teils Menschenserum, dessen Bilirubingehalt (der stets nur sehr 
gering war) natiirlich vorher besonders — nach der gleichen Methode 
bestimmt und als ,,Blindwert*’ vom Bruttoergebnis abgezogen wurde. 


Die exakte Beimischung genau definierter Bilirubinmengen zu Serum 
ist nicht ganz einfach. Man kann hier nicht das bei der Gruppe a) der 
Versuche benutzte Verfahren anwenden, mu vielmehr die Chloroform- 
lésung des Bilirubins zur Trockne verdampfen. Hierbei ist jede Erwarmung 


' Es fallt auf. daB Heilmeyer und Krebs (l.c. S. 353) bei 570 mw fiir 
1 Bilirubineinheit und 1 em Schicht nur eine Extinktion von 0.6046 finden, 
also 0,079 oder fast 12°, weniger als wir (beide Male ohne Coffein). Anderer- 
seits berechnet sich aus dem von ihnen (S. 354) angegebenen Absorptions- 
verhaltnis von 7,5.10-® ein Wert von EF = 0,667 und aus dem stufen- 
photometrisch gefundenen Absorptionsverhaltnis von 7,4. 10°® (S. 360, 
hier versehentlich als Extinktionskoeffizient bezeichnet) HE = 0,676, aller- 
dings fir 571 my. Letzterer Wert liegt immer noch reichlich 1°, unter 
dem unsrigen. 
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zu vermeiden, weiterhin dafiir zu sorgen, dali keine Spritzer der Lésung ar 
die GefaBwinde gelangen. Die Auflésung des ausgeschiedenen Bilirubins 
kann nur durch wiasseriges Alkali erfolgen und darf nicht unter Luftzutrit1 
geschehen, weil die alkalische Bilirubinlésung sich sehr rasch oxydiert, 
wodurch die Menge der kuppelungsfahigen Substanz verringert wird. Wi: 
haben nach miihsamen Vorversuchen folgendes Vertahren als bewahrt 
befunden. 

Die gewiinschte Menge des als Zusatz zum Serum in Aussicht ge 
nommenen Bilirubins wird in Gestalt einer frischen Lésung in Chloroforn 
abgemessen und in ein kurzes, weites Reagensglas gebracht. Durch Uber 
leiten eines Stromes von luftfreiem Kohlendioxyd wird die Lésung zi 

Trockne eingedampft ; das Gaseinleit ungsroh 

Watelin II. dart zur Vermeidung des Spritzens 
; nicht in die Fliissigkeit eintauchen. Dann 
Willkiirlich zugesetzte 
und wiedergefundene 

Bilirubinmengen 


wird, immer unter str6mendem Kohlen 
dioxyd, das Bilirubin in etwa 0,3 cem einer 
; yt nee é halbnormalen Natronlauge gelést. woraut 
ae Bilirubineinheiten) sofort mit 1,3 cem Wasser verdiinnt wird 

sy Mischung Unter fortgesetztem Uberleiten von Kohlen 

mit Blutseren., dioxyd, wobei die Lauge im Verlauf von 
l bis 2 Minuten in Carbonat und Bicarbonat 
umgewandelt wird, beobachtet man di 





Bilirubineinheiten 

oe Differenz Oo ong ‘ 

wieder- vollige, glatte Lésung des Bilirubins. Man 
gefunden a) es ‘ 

filigt nun das Serum (4cem) und 1 cem 

50 °.iges Coffein-Natriumbenzoat hinzu, so 

wie 4,0 ¢em Diazoreagens, worauf dic 


zugesetzt 


A. Rinderserum 


ie a i—4 19 
4 ry +S Mischung zur Vollendung der Kuppelung 
1.00 1.01 + 1,0 10 bis 12 Minuten stehen bleibt. Hierauf 
5,00 4.95 — tO wird das SerumeiweiB mit 20,0 cem 96 °,igem 
5,00 4,90 — 2,0 Alkohol gefallt und nach 2 bis 3 Minuten 
10,0 10,1 + 1,0 durch ein Schleicher und Schiillsches Filte1 
12,5 12,8 —1,6 Nr. 589° (Blauband) filtriert. Man fangt 
ip eg ie My das Filtrat in einem enghalsigen K6lbchen 
40.0 39 4 _9'3 aut und halt den Trichter wahrend det 
F ue Filtration mit einem Uhrglas bedeckt. Das 
B. Menschenserum Filtrat sieht rosenrot aus. 15cem des klaren 
10,0 10,0 0.0 Filtrats werden im 20-cem-MeBkolben mit 
15,0 14,9 — 0,7 4cem konz. Salzséiure (s. G. 1.19) versetzt 
40,0 30,4 1.5 und mit Alkohol zur Marke aufgefiillt. Die 


Lésung zeigt nun die violettblaue Farbe det 
zur Messung dienenden Farbform des Azoderivats. Die optische Unter- 
suchung ist sofort auszufiihren, da sich bei langerem Stehen haufig eine 
Triibung bildet, die das Ergebnis, namentlich bei kleinen Gehalten 
an Bilirubin, merklich beeintrachtigt. Ist die Triibung einmal ent- 
standen, so hilft nach unseren Erfahrungen das von Heilmeyer und Krebs 
empfohlene Zugeben weniger Tropfen Ather nichts (vielleicht war die 
Triibung bei ihnen anderer Art als bei uns); dagegen laBt sich durch 
nochmalige Filtration (durch ein gleichartiges Filter) eine vollkommen 
klare Lésung erzielen. 

Die meBbereite Lésung enthalt die nicht gefallten Serumbestandteile -- 
unter Beriicksichtigung der zu 0,6 cem festgestellten Volumenkontraktion - 
in zehnfacher Verdiinnung. Mithin ergibt sich auch hier bei Anwendung 
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Absolutkolorimetrie des Bilirubins. 


einer Schichthéhe der Versuchslésung von 7.4,mm_ der Bilirubingehalt 
in Bilirubineinheiten) unmittelbar, wenn man die aquivalente Grau- 
6sungshéhe in mm abliest (Lichtfilter: SF &). 


Die Tabelle II enthalt die gefundenen MeBergebnisse. 


Wie man sieht, besteht eine leichte Tendenz fiir zu kleine Werte, 


was ja durchaus verstandlich ist, weil doch alle Fehlerquellen falls 
man sorgsam auf eine etwaige Triibung achtet nur Verluste an Bili- 


rubin bringen kénnen. Die Genauigkeit ist jedoch fiir alle praktischen 
Zwecke mehr als ausreichend und jedenfalls gréBer als sie Heilmeyer 
und Krebs erzielt haben. LErstmalig ist damit nachgewiesen worden, 
dap man bei zweckmapigem Arbeiten das ins Serum eingebrachte Bilirubin 


quantitativ wieder findet. 


3. Arbeitsvorsehrift fiir die Bilirubinbestimmung im Blutserum. 


Wir geben nachfolgend noch eine kurze Zusammenfassung der 
Arbeitsvorschrift, wie sie sich nach unseren Versuchen ergibt. 


a) Mittlere Bilirubingehalte (etwa 5 bis 10 Einh.). 


4ccem Serum werden mit 2cem Coffein-Natriumbenzoat (50°,,) und 
5eem Diazoreagens versetzt. Nach 10 bis 12 Minuten werden zur Fallung 
des EiweiBes 19.6 cem Alkohol (96°) zugefiigt, worauf gut umgeschiittelt 
wird. Nach 2 bis 3 Minuten wird durch ein Blaubandfilter (Schleicher und 
Schill Nr. 589°) filtriert, der Trichter dabei bedeckt gehalten, das Filtrat 
in einem enghalsigen K6élbchen aufgefangen. Von dem klaren Filtrat 
werden 1l5cem in ein 20-cem-MeBkélbchen gebracht, mit 4cem_ konz. 
Salzsaure (s. G. 1,19) vermischt und mit Alkohol bis zur Marke aufgefiillt. 
Die klare L6sung wird in einer Schichthéhe von 7,4 mm unter Verwendung 
des Lichtfilters SF 8 (569 my) absolutkolorimetriert. Die auf der Grau- 
lésungsseite abgelesenen mm Schichthéhe geben den Gehalt des Serums 
an Bilirubin (in Bilirubineinheiten nach Thannhauser und Andersen) an. 
Die Halfte dieser Zahl ist der Gehalt des Serums in mg-°,. Es empfiehlt 
sich dringend, die Messung mit einer nochmals filtrierten Lésung zu wieder- 
holen, um Fehler durch das Auftreten einer Spéattriibung zu vermeiden. 


b) Héhere Bilirubingehalte (iiber 10 Binh. ). 


Das Verfahren ist dasselbe wie bei a). Jedoch verwendet man statt 
4cem Serum nur 2 oder gar nur | cem und ersetzt die fehlende Fliissigkeits- 
menge durch Alkohol. Die an der Graulésungsskala (in mim) abgelesenen 
Werte miissen mit 2 bzw. mit 4 multipliziert werden. 


c) Niedere Bilirubingehalte (5 bis 1 Einh.). 


Das Verfahren ist genau wie bei a). Bei der optischen Messung nimmt 
man aber nicht 7.4. mm, sondern zwei- bis fiinfmal diesen Wert als Versuchs- 
lésungsschichth6he, also 14,9, 22,3, 29,7 oder 37,2 mm, und hat dement- 
sprechend das auf der Graulésungsseite abgelesene Ergebnis durch 2. 3. 4 
oder 5 zu dividieren. 




















8 A. Thiel u. O. Peter. 


d) Sehr kleine bilirubingehalte (unter 1 Einh.). 


Man verdiinnt das Originalserum nur im Verhiltnis von 1: 5 und nimmt 
die fiinffache Schichthéhe der normalen, also 37,2 mm. Dann entspricht 
je Imm Graulésung einem Gehalt von 0,1 Bilirubineinheit. 

Zu 4cem Serum fiigt man 0,5 cem Coffein-Natriumbenzoat und 1,0 cen, 
Diazoreagens. Nach mindestens 10 Minuten fallt man das Eiwei®B = mit 
9,8cem Alkohol und filtriert. Vom Filtrat werden 7,5 c¢em mit 2 cen 
konz. Salzsiure und Alkohol auf 10 cem aufgefiillt. Hier, wie auch bei c), 
ist die Beseitiqung von Spdttriibungen durch nochmalige Filtration besonders 
geboten. 


Zusammenfassung. 


Die Absolutkolorimetrie des Bilirubins im Blutserum liefert seh: 
genaue Ergebnisse, die unmittelbar an der Tauchtiefenskala des Kolori 
meters abgelesen werden kénnen. Es wurde erstmalig der Nachweis 
gefiihrt, da man das einem Blutserum willkirlich einverleibte Bilirubin 
quantitativ wiederfindet, wenn man eine Reihe von Fehlerquellen 
durch zweckdienliche MaBnahmen ausschaltet. Die bei der Coffein- 
methode benutzten Zusitze andern die optischen Eigenschaften des 
Azobilirubins in saurer Lésung nur unwesentlich. Die Angaben von 
Heilmeyer und Krebs konnten zum Teil nicht bestatigt werden. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sind wir fiir die 
Unterstiitzung unserer Arbeiten zu groBem Danke verpflichtet. 
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Zur Reduktionsanalyse 
der Reduktone und Sulfhydrylverbindungen. 
Von 
Carl Martius und Hans y. Euler. 
(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Eingegangen am 6. Mdrz 1934.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Die Einfiihrung des 2, 6-Dichlorphenolindophenols zur analytischen 
Bestimmung des C-Vitamins (der Ascorbinséure) verdankt man T'%ill/mans 
und Mitarbeitern!. Zilva? hatte bereits gefunden, da Phenolindo- 
phenole durch Ascorbinsiure reduziert werden. Seit etwa 2 Jahren 
wird das Tillmanssche Reagens zur C-Vitaminbestimmung haufig 
angewandt, ohne da die Spezifitat dieses Indikators genau festgestellt 
worden ware. Bereits 1932 wurde in diesem Institut diese Frage auf- 
genommen und zunichst die Erwartung ausgesprochen®, dag dem 
Tillmansschen Indikater fiir C-Vitamin wenigstens der gleiche praktische 
Wert zukommt, wie dem Reagens von Carr- Price fiir die Bestimmung 
des Vitamin A. Es wurde dann gefunden, da8 Glutathion das Dichlor- 
phenolindophenol deutlich reduziert®. Diese Reduktionswirkung kommt 
auch anderen physiologischen Sulfhydrylderivaten des Tierkérpers zu, 
unter welchen besonders das Cystein zu nennen ist. 

Einen bemerkenswerten Hinweis auf die Méglichkeit, die SH-Stoffe 
tierischer Extrakte und Safte reduktionstitrimetrisch mittels des 7'i/l- 
mansschen Reagens von der Ascorbinsaure zu scheiden, findet man in 
einer Mitteilung von Harris und Ray ?#. 

Gewisse qualitative Unterschiede im Verhalten der Sulfhydryl- 
substanzen einerseits, der Ascorbinsiure andererseits gegeniiber 2, 6-Di- 
chlorphenolindophenol hat schon Tillmans gefunden, welcher die ver- 
haltnismaBig schnelle Reduktion der Ascorbinséure im Vergleich zum 
Ziehen* der Sulfhydrylsubstanzen beschrieb. 

In einer Untersuchung, bei welcher mit der Gegenwart von Sulf- 
hydrylsubstanzen neben Ascorbinsaéure zu rechnen war, namlich bei 
der Reduktionsbestimmung der Augenlinsen, haben wir, wie Harris und 
Ray, die Titration in saurer Lésung (px = 2,5) vorgenommen, wobei 
zuerst nur Ascorbinsaure, sodann in fast neutraler Lésung Ascorbin- 


1 Tillmans u. Mitarbeiter, Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 638. 1, 21, 


267. 276, 1932. 2 Zilva, Biochem. J. 18. 182, 632, 1924; 21, 689, 1927. 
3 Kuler u. Klussmann, Sv. Kem. Tidskr. 44. 292, 1932; siehe auch birch u. 
Dann, Nature 131, 469, 1933; Harris, ebenda 182, 27, 1933. ' Harris u. 


Ray, Biochem. J. 27, 303, 1933. 
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siure zusammen mit Sulfhydrylstoffen titriert werden. Die in mehreren 
Laboratorien angewandte Methodik der Ascorbinséiurebestimmung in 
Gegenwart von Glutathion war bisher noch nicht begriindet, insofern 
es nicht bekannt war, in welchem py-Bereich die Reduktion des 7'ill- 
mansschen Indikators stattfindet und ob bzw. in welchem Grade 
Ascorbinsaure und Sulfhydrylsubstanzen sich hierbei gegenseitig 
beeinflussen. Diese Liicke ist durch die vorliegende Untersuchung aus- 
gefiillt worden, in welcher wir fiir Ascorbinséiure, Glutathion und Cystein 
die Abhaingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit gegeniiber 2, 6-Dichlor- 
phenolindophenol von der Aziditat festgestellt haben. 

Im AnschluB an die Ascorbinsaéure wurde auch noch unser Redukton, 
C,H,O 3, sowie ein anderer Angehoériger dieser Gruppe, naimlich Dioxy- 
maleinsiure, untersucht, tiber deren Verhalten zu Indikatoren der Indo- 
phenolreihe bisher nichts bekannt war!. SchlieBlich wurden noch Phenol- 
indophenol und 2, 6-Dibromphenolindophenol mit dem Tillmansschen 
Indikator verglichen®. , > \ 

Methodik. 

Der Tillmanssche Indikator wurde etwas abweichend von der Vor- 
schrift des genannten Autors folgendermaBen hergestellt: 0,3 ¢ Indikator 
werden gelést in 1 Liter Phosphat- Se AR Re ee aCe eS 





pufferlésung (py 7), enthaltend nur 2t+FAT™ 
0,318g¢K Hy PO,und 0,772 g Nay H P Og. LyAi/ \ 
Phenol-Indophenol wurde in reinem 18 | t \ 
Wasser gelést, und zwar 0,05 g aut | xf | 
oy 
200 cem. S 6 t 1 
. tH | 
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S % } | Ry 1 
SS | &2 
See | : ae I 
ey Ss 1 
Qee S / 
Sad 1 § 4 | ' 
ta | ee of ! 
sa S 6 | % Puffer: { 
©=s I a OF B 7 t f 
232 | se ae 
RS § | - S Phosphat \ eat / 
: Sg N 4}—+- Glycocoll - y - Citra 1 Po / | 
S73 | |~-Lattarbungszeit +—i—F 
% = | . f 7 
~ = 2 2 25Min.. 1 en j 
FP | es Se) ab 
a a a Rt os i= l Diino 
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Abb. 1. Dioxymaleinsiure. Abb. 2. Redukton. 


' Uber die starke Reduktionsfaihigkeit der Dioxymaleinséure siehe 
Franke u. Brathuhn, A. 487, 1, 1931. Uber die Jodtitration der Dioxymalein- 
siure haben Herbert, Hirst, Percival, Reynholds u. Smith Angaben gemacht 
(J. Chem. Soc. 1933, S. 1270). 2 Vel. W. AM. Clark, The determination 
of hydrogen ions. Baltimore 3. ed. 1928. 
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Die Zugabe des Indikators wurde so geregelt, da®B die Losung stets 
annahernd den gleichen Farbton behielt, was allerdings beim py-Optimum 
wegen zu schnellen Verbrauchs am Anfang der Titration nicht genau ein- 
gehalten werden kann. Die Titration wurde bei Einhaltung der ver- 
schiedenen in den Abb. | bis 5 angegebenen und praktisch in Frage kommen- 
den Zeiten von 0,5 bis 5 Minuten ausgeftihrt. Zu jeder Titrationsprobe 
(2 bis 4cem der wasserigen Substanzlésung) wurden 20 cem (40 cem bei 
Abb. 5 und 6) des der an- 
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Abb. 5. Cystein + Ascorbinsiure. 

































12 C. Martius u. H. v. Euler: 
Versuche. A 
Unsere Ergebnisse haben wir in den Abb. 1 bis 6 zusammen- | a 
getaBt. In allen tritt das Maximum der Reduktionsfahigkeit deutlich al 
hervor. Vergleicht man die Kurven der Reduktone unter sich, so zeigt } d. 
sich, daB der starke Abfall der Kurven, der sich tiber etwa 1 py-Einheit ; 
erstreckt, bei verschiedener Aziditaét einsetzt. Wir finden den Abfall 
ad meet ia les ee vi 
fiir Ascorbinséure bei... . . PH 6.5 bis 7,5 = 
» svedukton bet . . ..«.. s Da 5.0 7.0 a 
» Dioxymaleinséure bei. . . . pH 5,0 ., 6,0 P 
aa Palle : : ee F cl 
Wie die Abb. 1 bis 3 zeigen, steigt die Kurve bei den Reduktonen 
2s ° r ce 
nach dem Minimum nochmals an, und zwar wurde das Ansteigen — | 4 
verfolgt iis 
bet Bedukton Bis =. i. «5 2 es we we + PE 12 m 
Ascorpins@ure bis. . . . 1 + 6 + e + PH 11 be 
i ioxymaleinséure bis... .... + DH 2,5 ZV 
Dioxymal } 12 
Kine etwas andere Kurvenform mit beiderseitigem scharfen Abfal] bi 
vom Maximum zeigen Cystein und Glutathion, und zwar liegt das ke 
Maximum der Reaktions- AI 
a a oa geschwindigkeit bei Gluta- - 
- thion und Cystein bei py be 
ss 5,5. = 
34 Wegen der oft vor- cde 
~ kommenden — analytischen Ri 
© 12 ; ; 
s Bestimmungen von Lésun- 
a ee 
= 0 gen, welche Ascorbinséure ul 
S und Sulfhydrylsubstanzen | U: 
a 4 gleichzeitig enthalten}, wur- Be 
Re Sa Se: ee ‘ den auch  dementspre- de 
+ & ey oer may chende Messungen an Mi- he 
w ¥mg G/utathion ad; \ ; ‘ ee 
g 4 ies We schungen von Ascorbin- 
S| fe ewe “ 4 
ig / ins siure und Cystein bzw. 
2 1 ; * “aes . . 
AAA Ascorbinséiure und Gluta- Ei 
Sa , ‘ . m 
0 — thion ausgefiihrt. Es ergab 
. "se £2. oe ae oe ’ on Di 
Aciditit in py sich, daB die Komponenten 
Abb. 6 dieser Stoffpaare sich ge- do 
Glutathion + Ascorbinsiure. genseitig hinsichtlich der 
Fiir die Kurven der Abb. 5 und 6 gilt die Titrations- Reduktion des Indophenol- 
dauer: Kurve a = !/) Min., b = 1Min.,c=2Min., . ,. : 3 
d = 5 Min. indikators fast nicht beein- 
flussen. oft 
Als analytisches Ergebnis kann angegeben werden, daB die von 
Harris und Ray und von uns gewahlte Aziditat fiir die Titration von 
dic 
li 


1 Euler u. Martius, Zeitschr. f. physiol. Chem. 222, 65, 1933. 
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Zur Reduktionsanalyse der Reduktone und Sulfhydrylverbindungen. 13 


Ascorbinsaéure in Gegenwart von Sulfhydrylsubstanzen sich tatsachlich 
als die geeignetste erweist. Diese Aziditat, pu == 2,5, darf um nicht mehr 
als einige Zehnteleinheiten iiberschritten werden.  Betont sei noch, 
daB die Trennung der Reduktone voneinander durch einfache Titration 
bei verschiedenem py nicht méglich ist. 

Wie S. 10 erwahnt, wurden noch zwei andere Indophenolindikatoren 
vergleichend untersucht, und zwar an Dioxymaleinsaure. Dabei zeigte 
sich, da der Punkt des Abfalls der Reaktionsgeschwindigkeit beim 
Phenolindophenol bereits 1 pa-Einheit friiher einsetzt als bei 2, 6-Di- 
chlorphenolindophenol und bei 2, 6-Dibromphenolindophenol ; die beiden 
letzteren Substanzen lieBen unter sich keine Unterschiede erkennen. 
Aus den in den Kurven | bis 6 niedergelegten experimentellen Ergeb- 
nissen geht unmittelbar hervor, da} eine oder beide der an der Reduktion 
beteiligten Stoffe cine starke Anderung ihrer Reaktionsfihigkeit, und 
zwar Verminderung erfahren, wenn die Aziditat der Lésung von pu 5 
bis po — 7 abnimmt. Es liegt nahe, die Anderung der Reaktionsfahig- 
keit auf Anderungen in der Atomgruppierung zuriickzufiihren, wobei 
Anderungen des Dissoziationsgrades eingeschlossen werden, welche ja 
im allgemeinen nur dann die Reaktionsfahigkeit des Molekiils wesentlich 
beeinflussen, wenn sie mit konstitutiven Umlagerungen, wie z. B. von 
einer Keto- in eine Enolform verkniipft sind. Die Form der Kurven 
deutet darauf hin, daB in denselben die py-Abhangigkeiten der beiden 
Reaktionskomponenten zum Ausdruck kommen. 

Was zunichst die Reduktone betrifft, iiber deren Salzbildung 
iibrigens noch wenig bekannt ist', so kommt im Gebiet pu 5 bis 7 eine 
Umwandlung im Sinne einer Keto-Enoltautomerie deswegen nicht in 
Betracht, weil eine Umwandlung unter Enolisierung und Salzbildung 
den entgegengesetzten Effekt als den beobachteten, namlich die Er- 
héhung der Reaktionsfaihigkeit veranlassen sollte. 

Fir den aufsteigenden Teil der Kurve der Reduktone im pu-Gebiet 
9% bis 11 kénnten die verschiedenen Ionisationsstufen dieser Stoffe zur 
Erklarung herangezogen werden. Im untersuchten py-Gebiet 1 bis 11 
miissen wir die Existenz von drei verschiedenen Molekilarten annehmen : 
Die undissoziierte Form (1), die einfach geladenen Ionen (11) und die 
doppelt geladenen Lonen (LIT). 

; ." cig () me “ (Il) = “ (III). 

Es hat sich nun bei kinetischen Untersuchungen in diesem Institut 

oft gezeigt, daB cine doppelte Ladung an der reagicrenden Gruppe des 


' Natriumsalz der Ascorbinséure: Aarrer, Salomon, Morf u. Schdpp, 
diese Zeitschr. 258, 4, 1934; Salzbildung des Reduktons: Euler u. Martius, 
Lieb, Ann. 505, 73, 1933. 
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Molekiils zu einem reaktionsvermittelnden Ion von hoher Reaktions- 
fahigkeit fiuhrt. Wir erinnern nur an die Hydrolyse des Dioxypiperazins |, 
ferner an die Saéurespaltung des Acetessigesters bzw. der Acetessigsaure, 
O 

wobei das Ion CH,.C:CH.CO; reaktionsvermittelnd auftritt*: 
ferner unter den eingehender studierten Oyxdationsreaktionen die 
Oxydation des Hydrochinons zu Chinon’, wobei die Reaktionsgeschwin- 
digkeit proportional dem Quadrat der Hydroxylionenkonzentration 
ist. woraus hervorgeht, daB bei konstantem Sauerstoffdruck die Reak- 
tionsgeschwindigkeit proportional ist der Konzentration der doppelt 
geladenen Hydrochinonionen. 

Kin dem Fall IL und II] entsprechendes unterschiedliches Verhalten 
einfach und doppelt ionisierter Endiole hat vor einiger Zeit Weissberger + 
beschrieben, welcher fand, da das einfach ionisierte Tetrachlorbrenz- 
catechin gegeniiber O, stabil ist und nur das doppelt geladene Ion 
angegriffen wird. Derjenige Teil der Kurve der Reduktone, welcher 
im pu-Gebiet 5 bis 7 liegt, laBt sich schwer auf eine Salzbildung oder 
damit zusammenhaingende Umlagerung zuriickfiihren. Zieht man in 
Betracht, daB der steile Abfall der Reaktion beim Redukton und der 
Dioxymaleinsdure sowie — weniger genau — bei der Ascorbinséure am 
Umschlagsgebiet des Wasserstoffakzeptors, namlich des 2, 6-Dichlor- 
phenolindophenols bzw. des entsprechenden Dibromderivats einsetzt, 
so liegt die Annahme nahe, daB dieser Teil der Kurve durch die Salz- 
bildung am Indikator veranlaBt ist, daB somit die ganze Kurve sich 
ergibt durch Superposition der px-Kurven der beiden Reaktions- 
komponenten. 

Dementsprechend finden wir auch bei den Sulfhydrylen den ab- 
steigenden Teil der Kurven im Gebiet 5,5 bis 9 wieder. Von 2,5 bis 5,5 
steigt die Reaktionskurve an, entsprechend der abnehmenden Kon- 
zentration der Kationen des Cysteins und Glutathions. Weitere quanti- 
tative Versuche miissen erst zeigen, ob diese Auffassung zu einer ein- 
wandfreien Deutung unserer experimentellen Ergebnisse fiihrt. Bis auf 
weiteres bleibt die Tatsache unerklart, daB bei Anwendung des Indi- 
kators Phenolindophenol (Abb. 4) der Abfall der Kurve (bei etwa 
pu — +) um eine py-Einheit vom Umschlagspunkt dieses Indikators 
entfernt ist. 


1 Euler u. Olander, Zeitschr. f. physik. Chem. 134, 381, 1928. — ? Die- 
selben, ebenda 144. 3 Euler u. Brunius, ebenda Haber-Band 1928. 
4 Weissberger, Ber. 65, 1815, 1932. 
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Oxydation und Phosphatbindung 
im Himolysat der Pferdeblutkérperchen’. 


Von 


John Runnstrém, Ake Lennerstrand und Hans Borei. 


(Aus dem Zootomischen Institut, Abteilung fiir experimentelle Zoologie, 
Stockholm.) 


(Eingegangen am 9. Mdrz 1934.) 


Warburg und Christian® haben nachgewiesen, daB Hexosemono- 
phosphorsaure im Hamolysat der Pferdeblutkérperchen -+ Phosphat- 
puffer in Gegenwart von Methylenblau oxydiert wird. Nach den ge- 
nannten Autoren wird auch Hexosediphosphorsiure, obgleich mit 
geringerer Geschwindigkeit, in dem System oxydiert. Wir haben 
gefunden, daB der Zusatz von Co-Zymase aus Hefe die Oxydation 
sowohl der Hexosediphosphorsiéure als die der Hexosemonophosphor- 
siure beschleunigt. Das System Hamolysat — Methylenblau zeigt 
eine bemerkenswerte Spezifitat seiner Wirkung. Methylglyoxal, Dioxy- 
aceton, neutralisierte Glycerinphosphorséure, Glycerinsiurephosphor- 
siure, Brenztraubensaure, Bernsteinsaure, Milchsaure, Essigsaure, Athyl- 
alkohol, Alanin, Glykokoll werden nicht oxydiert. Nach freundlicher 
Mittellung von C. V. Smythe wird auch Glycerinaldehydphosphorsaure 
von dem nach Warburg und Christian! gereinigten Ferment des 
Haimolysats nicht angegriffen. Es ist bemerkenswert, daB eine Reihe 
von Verbindungen nicht angegriffen werden, die als die physiologischen 
Spaltprodukte der Hexosen zu betrachten sind. 


Bei der Oxydation von Hexosemono- oder -diphosphorsiaure findet 
eine gewisse Dephosphorylierung statt. Setzt man Co-Zymase zu dem 
System, so verschwindet dagegen zunachst anorganisches Phosphat, 
das in organischer Bindung wiedergefunden wird. 


Die Bindung des anorganischen Phosphats wird durch Monojod- 
essigsaure, aber nicht durch Natriumfluorid gehemmt. Die Bindung 
des anorganischen Phosphats bleibt vor allem aus, wenn destilliertes 
Wasser statt Methylenblau dem Hamolysat zugesetzt wird. Der 
Sauerstoffverbrauch ist dann sehr gering. Es kann offenbar unter ge- 
wissen Verhaltnissen im Hamolysat eine Koppelung zwischen Oxy- 


1 Diese Arbeit ist mit Unterstiitzung aus der Stiftung .,7herese och 
Johan Anderssons Minne“ ausgefiihrt worden. 2 Diese Zeitschr. 242, 
206, 1931. 
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dationen und Synthese von organischen P-Verbindungen stattfinden. 
Engelhardt} hat nachgewiesen, daB die Pyrophosphatfraktion — bei 
intakten Blutkérperchen unter der Wirkung der Atmung synthetisiert 
wird, 

Methodisches. 


Unsere Versuche wurden mit dem Vollhamolysat ausgeftihrt, da wit 
mit unserer Zentrifuge (Tourenzahl: 5200 pro Minute) das Hamolysat bei 
dem geeigneten Elektrolytengehalt nicht stromafrei machen konnten. 
Das Hamolysat wurde aus Pferdeblutkérperchen gewonnen, die vorhe1 
auf der Zentrifuge mit isotonischer Kochsalzl6sung gewaschen worden 
waren. Der Blutkérperchenbrei wurde durch Zusatz von I1'/; Volumen 
Wasser hamolysiert, einige Tropfen Octylalkohol zum Verhiiten von 
Infektionen zugesetzt und das Hamolysat vor dem Versuch 16_ bis 


20 Stunden im Eisschrank bei etwa + 2° aufbewahrt. Zu 50 cem Hamolysat 
wurden 5cem Phosphatpuffer (gew6hnlich ein Gemisch von 4 Teilen 
m/4sek. + 6 Teilen m/4 prim. Phosphat py 6.64) und 5cem O,1°, 


Methylenblau (oder, in gewissen Versuchen, dest. Wasser) gesetzt. Das 
Gemisch wurde etwa 30 Minuten bei Zimmertemperatur geschiittelt, wm 
die Methdmoglobinbildung zum Stillstand zu bringen. Der Sauerstoffverbrauch 
wurde bei 38° nach Warburg gemessen. Wir bedienten uns dabei konischer 
GefaBe mit Einsatz, in den 0,3 cem 5°,ig. KOH kamen, und zwei Seiten- 
anhangen. In den einen von diesen kamen 0,2 cem 0,3 mol. neutralisierten 
hexosemonophosphorsauren Kaliums? (aus dem Ca-Salz nach Warburg und 


Christian® dargestellt). In den anderen Seitenanhang kam eventuell 
Co-Zymase. In den Hauptraum der Atmungstrége kamen 2¢cm_ des 
Hamolysat puffer-Mb-Gemisches. Die Starke der Co-Zymase, von der 


0,2 bis 0,.3cem zu dem Hamolysatpuffer-Mb gesetzt wurden, wird in Co- 
Einheiten nach MWyrbdck angegeben. Nach AbschluB der Messung des 
Sauerstoffverbrauchs wurde der Inhalt der Atmungstrége in Zentrifugen- 
rohren von etwa 1li5ccm Inhalt gebracht. Die Reaktion wurde dann durch 
Zusatz von 2cem kalter, 20° iger Trichloressigsaéure unterbrochen und 
der Inhalt der Réhrchen iiber Nacht im Eisschrank aufbewahrt. Am 
nachsten Tage wurde zentrifugiert, wobei wir die Winkelzentrifuge* ganz 
besonders zweckmaBig gefunden haben. Auf der Zentrifuge wird die Tri- 
chloressigséuretallung mehrmals gewaschen, wobei noch 3cem 20° ,ige 
Trichloressigséure zugesetzt wurden. SchlieBlich wurde der Extrakt in Meb- 
kolben mit destilliertem Wasser auf 75cem aufgefillt. Die P-Analysen 
wurden nach Fiske und Subarow in der Modifikation von Teorell? ausgetiihrt, 
wobei man sich des Stufenphotometers von Zeiss bedient. Der Unterschied 
zwischen zwei von Anfang an getrennt behandelten Doppelproben war in 


den meisten Fallen héchstens 2°,. Das Blut haben wir zum Teil aus dem 
1 Diese Zeitschr. 227, 16, 1980; 251, 343, 1932. 2 Die Abhangig 


keit der Oxydation von der Menge der zugesetzten 0,3 mol. Hexosemono- 
phosphorsiure geht aus einem Versuch vom 8. Mai 1933 hervor. 


Zugesetzte cem 0,3 mol. Hexosemono- 


phosphorsiure. ...... +«. s+ . 0025 0,06 0,1 0.2 O0,4cem 
Verbrauch O, cmm/Stunde ...... 10 37 52 62 69 

® Diese Zeitschr. 254, 438, 1932. * Von der Firma ..Winkelcentrifug”, 
Stockholm. 5 1. Teorell, diese Zeitschr. 280, 1, 1931. 
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Schlachthaus Stockho!ms bezogen. Zum Teil haben wir Blut von einem 
Normalpferd der hiesigen bakteriologisechen Anstalt erhalten. Wir danken 
dafiir Herrn Prof. Dr. C. Kling. Die Hexosemonopho sphorséure verdanken 
wir Herrn Prof. Dr.O. Warburg, das Dioxyaceton sowie die Ascorbin- 
siure Herrn Prof. H.v. Euler, die Glycerinséiure-phosphorséiure sowie die 
Adenylpyrophosphorsaéure Herrn Dr. J. Deuticke. Die schon durch Garungs- 
versuche beziiglich ihrer Starke bostimmten Co-Zymasepraparate! wurden 
uns von Herrn Prof. Dr. A. Myrbdck zur Vertiigung gestellt. Allen diesen 
Herren sagen wir unseren besten Dank. Die iibrigen chemischen Priparate 
wurden von Dr. Frenkel und Dr. Landau, Berlin-Oberschéneweide, odet 
von Kahlbaum, Berlin, bezogen. Es sind, wenn nichts anderes angegeben, 
auBerordentlich zahlreiche Versuche jeder Art ausgefiihrt worden. 


Die Oxvydation ron He.wose monophosphorsaure mit und ohne Zusatz von 
Co-Zymase. 

Der Grad der Erhéhung der Oxydationen durch den Co-Zymase- 
Zusatz richtet sich nach der Starke des Co-Zymase-Praparats, aber auch 
nach der Beschaffenheit des Blutes. 

In einem Versuch, 28. November 1933, war der Sauerstoffverbrauch 
von 2cem Hamolysatpufter-Mb-Gemisch + 0,2 cem Hexosemonophosphor- 
saure 238¢mm pro 2 Stunden. Zu dem Gemisch wurde in einer Reihe von 
Apparaten Co-Zymase gesetzt. Aus der Tabelle ersieht man, mit wie vielen 
Prozenten der Sauerstoffverbrauch bei verschiedener Starke der Co-Zymase 
steigt. 


Zugesetzte Co-Zymaseeinheiten . . 30 60 90 120 160 
Erhéhung des Sauerstoffverbrauchs 
ME Ae a ie esee a ae ae RS 57°, 55% 64°. 70 % 


Von etwa 60 Co-Zymaseeinheiten an ist die weitere Steigerung 
der Atmung verhaltnismaBig gering, wie auch in anderen Versuchen 
bestatigt wurde*. Es ist wahrscheinlich so, daB die Co-Zymase als ein 
Co-Ferment der Atmung dienen kann. Wir versuchten das natiirliche 
Co-Ferment durch Dialyse zu entfernen, erhielten aber dabei offenbar 
auch eine Schwachung des Ferments. Mg-Zusatz bewirkte hier keine 
Erhéhung des Sauerstoffverbrauchs*. Indessen hatten wir ein paar 
Mal Hamolysate, die auch nach Zusatz von Hexosemonophosphor- 
siure einen verhaltnismaBig geringen Sauerstoffverbrauch zeigten. 
Nach Zusatz von Co-Zymase erhiclt man aber eine so starke Erhéhung 
der Oxydationen, daB sie etwa denselben Betrag erreichten wie bei 
Co-Zymasezusatz zu dem ,,normal’ sich verhaltenden Hamolysat. 

In einem Versuch vom 27. Marz zeigten z. B. 2 cem Hamolysatpuffer 
Mb-Gemisch + 0,2 cem Hexosemonophosphorsiure nur einen Sauerstoft 
verbrauch von 136emm pro 2 Stunden. Etwa 60 Co-Zymaseeinheiten haben 


' Ergebnisse der Enzymforschung 2, 139, 1983. > Zusatz von 
Co-Zymase zu Hamolysatpuffer-Mb ohne Hexosemonophosphorséure —be- 
wirkte keine Oxydationen. 8 Vel. K. Lohmann, Naturwiss. 19, 


180, 1931. 
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hier den Sauerstotfverbrauch um nicht weniger als 148°, auf 337 emm pro 
2 Stunden erhodht. 

Die uns wahrscheinlichste Erklarung eines solchen Verhaltens ist 
die, daB das natiirliche Co-Ferment der Atmung abgeschwacht ist 
und durch die Co-Zymase ersetzt wird !, 

Kin einziger Versuch wurde mit Hamolysat von Blutkérperchen det 
Ratte ausgefiihrt. Der Sauerstoffverbrauch war hier nur 80,5 ¢mm_ pro 
2 Stunden, nach Zusatz von 72 Co-Zymaseeinheiten aber 303 e¢mm_ pro 
2 Stunden. Der Sauerstoffverbrauch ist in diesem Falle um rund 300° 
gesteigert worden. 

Wir haben uns auch mit der Frage beschaftigt, ob Adenylpyro- 
phosphorséure die Co-Zymase ersetzen kann*. Wir haben zweimal 
Praiparate von diesem Stoff erhalten. Die Darstellung der Praparate 
war nach Fiske geschehen. Merkwiirdigerweise verhielten sich die 
beiden Praparate verschieden. Das erste bewirkte (0,2 ccm einer etwa 
m 10 Lésung zu 2,2cem Hamolysat-Mb-Hexoscemonophosphorsiure) 
eine Steigerung des 2-Stundenwertes um etwa 25°, (die Steigerung 
durch etwa 60 Co-Zymaseeinheiten war gleichzeitig etwa 90°,). Das 
zweite Praparat bewirkte keine Steigerung des Sauerstoffverbrauchs. 
Auch nach Zusatz von Muskeladenylsiure konnte keine Steigerung 
gefunden werden. 

Der Sauerstoffverbrauch ist am gré8ten unmittelbar nach dem 
Kinkippen der Hexosemonophosphorséure und fallt dann ziemlich 
schnell ab. Die Neigung der Kurve, die den Sauerstoffverbrauch pro 
15 Minuten als Funktion der Zeit darstellt, ist starker bei Co-Zymase- 
zusatz als ohne diesen. Auch nach 5 bis 6 Stunden ist der Sauerstoff- 
verbrauch indessen héher in dem Ansatz mit Co-Zymase. 

Wir fiihren hier die beobachteten Druckwerte aus einem Versuch vom 
24. August 1933 an. A ist ein Ansatz ohne, B mit Co-Zymase. Die Zahlen 
geben die Druckaénderung in mm pro 15 Minuten an, die bei den Ab- 
lesungen 15, 30 usw. Minuten nach dem Einkippen der Hexose-monophosphor- 
siure beobachtet wird. 





15’ 30’ 45’ 60’ 75’ 90' 105’ 120’ 
A-195mm 145mm 13mm = 12mm 9mm 85mm 125mm 9 mm 
Bide -. =; Veo .. | se -< 3 24 22.5 2 PIR 


In dem oben erwahnten Fall, in dem die Oxydationen durch die 
Adenylpyrophosphorsiure gesteigert wurden, sind nur die beiden ersten 
Werte héher als in der Kontrolle ohne Zusatz von Adenylpyrophosphor- 
siiure (oder Co-Zymase). Dann fallt der Sauerstoffverbrauch auf einen 
Wert ab, der dem in der Kontrolle gleich ist. 


1 Vel. Diskussion bei R. Wilsson, Svensk Kemiske Tidskrift 46, 24, 1934. 
— #= Vgl. K. Lohmann, Naturwiss. 17, 624, 1929. 
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Wir fiihren einen Versuch vom 31. August 1933 mit Hexosediphosphor- 
dure an. Der Ansatz ohne Co-Zymase + 0,2 cem 0,18 mol. Lésung von 
liphosphorsaurem Na verbrauchte 52ecmm pro 2 Stunden; etwa 60 Co- 
Zymaseeinheiten erhéhten den Sauerstoffverbrauch zu 120 emm_ pro 
2 Stunden, d.h. um 130°,. Steigerungen von bis 400°. sind beobachtet 
worden. 


Bindung von anorganischem Phosphat in Gegenwart von Co-Zymase. 


Fiir die P-Bestimmungen wurde die Reaktion gewéhnlich unter- 
brochen, wenn die Ansatze 2 bis 5 Stunden bei 38° in den Atmungstrégen 
geschiittelt worden waren. Eine Reihe von Versuchen wurde auch nach 
6- bis 8- und nach 20- bis 24stiindiger Versuchsdauer ausgewertet. AuBer- 
dem wurde immer eine Bestimmung bei der Zeit 0 vorgenommen. Es 
wurden anorganischer und Total-P, auBerdem P nach Hydrolyse (15 bzw. 
180 Minuten) inn H,SO, bei 100° (laut den Angaben von Lehnartz) bestimmt. 
Man erhalt so vier Fraktionen, die wir mit rémischen Ziffern bezeichnen. 
Die Fraktion I ist der anorganische P. Die Fraktion II erhalt man als 
Differenz zwischen dem nach 15-Minuten-Hydrolyse gefundenen P-Wert 
und der Fraktion I; sie diirfte wesentlich der Adenylpyrophosphorsaure 
entsprechen. Die Fraktion III erhalt man als Differenz zwischen dem 
nach 180- und 15-Minuten-Hydrolyse gefundenen P-Wert; sie enthalt den 
gréBten Teil der Hexosediphosphorsiure. Fraktion IV ist die schwer- 
hydrolysierbare und enthalt den gr6B8ten Teil der Hexosemonophosphor- 
siure. Diese erhalt man als Differenz zwischen dem Total-P und dem nach 
dreistiindiger Hydrolyse gefundenen P-Wert. Der Grund der Phosphat- 
bindung hangt nicht nur von der Starke der Co-Zymase, sondern auch von 
der Herkunft des Materials ab. Die verschiedenen P-Fraktionen werden 
unten als Prozente des Total-P angegeben. 

Versuch vom 18. August 1933. Die Ansatze a, b. c, d (2 cem Hamo- 
lysat puffer-Mb + 0,2cem Hexosemonophosphorséure ohne (Co-Zymase) 
wurden nach 0, 2, 4 bzw. 10 Stunden unterbrochen und ausgewertet. Gleich- 
zeitig wurden die entsprechenden Ansiatze ag, bg, Cy bzw. dy mit etwa 
60 Co-Zymaseeinheiten bestimmt. 





a ao b bo ¢ Co d do 

\ ese 31,9 30.6 34,3 17,3 33,6 12,7 40 19 
ae eX 4,7 34 6,3 11 + 15,3 4.3 12,4 
| oe 7,3 10.7 8,2 16,7 12.6 18,6 9.5 15,7 
| 56,1 55,3 51,2 55 498 53,4 46.2 52,9 


Der Total-P betrug in jedem der Ansitze etwa 1,1 mg/eem. 


Es ist bei der Bindung des anorganischen Phosphats vor allem 
die Fraktion II angewachsen. Auch III nimmt zu, dagegen nimmt 
die Fraktion IV etwas ab, aber viel weniger in Gegenwart als in Ab- 
wesenheit von Co-Zymase. 

Im folgenden Versuch (vom 18. August 1933) wird gezeigt, daB 
die Oxydationen notwendig sind, um die Phosphatbindung zu bewirken. 

Die Ansiatze enthielten Mb und Co-Zymase bzw. Co-Zymase ohne Mb 
(das zur Erhaltung gleicher Volumina durch ein gleiches Volumen destillierten 
Wassers ersetzt wird). 


D* 
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Versuchs- | 0 a 10 
zeitinStd.: | 


Mb + Mb + Mb -— 


Versuch mit Co-Zymase (69 Kinheiten). 


Bw 8 30,6 29,9 17,3 31,6 19 37,2 
| eS 3,4 3,8 11 7,2 12,4 6,4 
i) 10,7 10,1 16,7 8,6 15,7 13,5 
Be 2 ay in 55,3 56,2 55 52,7 52,9 43 
Versuch ohne Co-Zymase. 
Boren, -- 30,8 = 35,5 414 


Kin Blick auf die Werte zeigt ohne weiteres, daB in den Ansatzen 
ohne Mb, in denen der Sauerstoffverbrauch fast gleich Null ist, trotz 
gleichen Co-Zymasegehalts keine Phosphorylierung, sondern im Gegen 
teil eine Dephosphorylierung stattfindet Es herrscht hier folglich 
eine Koppelung zwischen Oxydationen und Synthese von organische 
P-Verbindungen. Die Gegenwart von Co-Zymase verlangsamt indesse 
die Dephosphorylierung etwas auch bei Abwesenheit von Mb. 

Schon 30 bis 40 Co-Zymaseeinheiten sind fast ebenso wirksam 
wie 60 bis 90. Bei geringerer Starke der Co-Zymase (10 bis 20 Einheiten) 
ist die Phosphatbindung gering oder nicht nachweisbar. Nach 20 bis 
24 Stunden findet man aber immer, da die Dephosphorylierung g: 
ringer ist als in der Kontrolle ohne Co-Zymase. 

Kine Bindung von anorganischem Phosphat findet auch in den 
Ansdtzen mit Hexose-diphosphorsaéure (0,2 ccm einer etwa 0,18 mo! 
Lésung des Na-Salzes zu 2 ccm Hamolysatpuffer-Mb) und Co-Zymase 
statt. Ohne Co-Zymase wird dagegen auch in Gegenwart von Mb eine 
Abspaltung von Phosphat beobachtet. 

Versuch vom 17. Mai 1933, 2cem Hamolysatpuffer-Mb + 0,2 cem 
Hexosediphosphorsaure. 





Versuchszeit | 
in Std.: | . ; 
Co-Zymase- | 0 AO 0 50 
einheiten : j : : 
| Ig ara 38.3 38 42, 33,5 
ee OS intel s 16,6 18,4 19,9 20 
| ee 29,7 26.3 25,2 18,3 
5 ee cee 15,3 17,3 12,5 28,2 


Der Total-P betrug in jedem Ansatz etwa 1.6 mg/eem. 


In linger fortgesetzten Versuchen fanden wir, daB allmahlich auch 
bei Gegenwart von Co-Zymase eine Erhéhung des anorganischen 
Phosphats eintritt, die aber viel geringer ist als in den Ansatzen ohm 
Co-Zymase. Wie in den Versuchen mit Hexosemonophosphorsaure 
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leibt die Bindung des anorganischen Phosphats in Ansdtzen mit Co- 
Zymase ohne Mb aus. 

Zugesetzte Muskeladenylsiure hatte keinen Einflu8 auf die 
P-Bindung. Der Abbau von zugesetzter Adenylpyrophosphorsiure 
wird auch in Gegenwart von Co-Zymase verlangsamt. 

Zusatz von Ascorbinsaure zu den Ansatzen mit Hamolysat-Puffer-Mb 
erhéht den Sauerstoffverbrauch durch die Autoxydation von Ascorbin- 
siure. Der Zusatz von Ascorbinséure ersetzt aber die Co-Zymase nicht, 
bewirkt folglich keine Phosphatbindung. 

In einem Versuch vom 24. August 1933 wurden zu Je 10 cem Héamo- 
lysatputfer-Mb 0,4cem n/10 neutralisierter Monojodessigséure bzw. 0,5 cem 
2,1°,ig. Nak gesetzt. Die Ansiatze bestanden aus je 2cem_ dieser 
Gemische + 0,2 cem Hexosemonophosphorsaiure mit oder ohne Co-Zymase. 
Die Kontrollen 2cem Hamolysat-Puffer + 0,2 ecem Hexosemonophosphor- 
siure mit oder ohne Co-Zymase haben dieselben Werte wie die Ansatze 
mit Nak gegeben und werden deshalb nicht angefiihrt. 





Versuchszeit in Std.: 0 4 0 4 0 4 0 4 
Co-Zymaseeinheiten : 0 50 bis 60 0 50 bis 60 
Zusatz von: Monojodacetat Nak 
ers sere ae 52 51 50 51 53,3 50 36,6 
I] ae 2 3,8 2,5 4,1 2,7 3,1 2,5 8,75 
|) eae a ae oe 4.2 95 5,6 9,3 5 6,5 5 11,7 
(Sa ee reg eraser 41.8 34,7 40,9 36,6 41,3 | 37,1 | 42,6 | 43 


Der Total-P betrug in jedem Ansatz etwa 1,05 mg/cem. 

















Die Blausiure als N-Quelle fiir Aspergillus niger. I. 


Von 
Nicolai N. Iwanoff und L. K. Osnizkaja. 


(Aus dem Laboratorium fiir Mikrobiologie und Biochemie der Pflanzen de: 
Staatsuniversitat zu Leningrad.) 


(Eimgegangen am 22. Mdrz 1934.) 


Gewolinlich werden die Vorginge des N-Umsatzes in den Pflanzen 
denjenigen des Tierreiches gegeniibergestellt. | Bekanntlich scheidet 
der Tierkérper sogar bei vélligem N-Hunger in Form von Exkrementen 
eine gewisse Menge Stickstoff aus. Die griine Pflanze dagegen verfihrt 
mit ihrem Stickstoff auBerst sparsam und scheidet diesen weder als 
Ammoniak noch als molekularen Stickstoff nach auBen ab. Wendet 
man sich aber von den Autotrophen den Saprophyten, den Pilzen 
und Hefen zu, so erhalt man hier ein abweichendes Bild, da diese Or 
ganismen unter naturlichen Bedingungen gewohnlich Stickstoffnahrung 
im UberschuB bekommen. Es steht wohl auBer Zweifel, daB wichtige 
physiologische Vorginge, wie Atmung und Garung, nicht ohne tief 
greifende Anderungen im Protoplasmaeiwei8 verlaufen, die ihrerseits 
zur Ausscheidung von Zerfallsprodukten des Eiweibes fiihren. 

Bei Versuchen mit heterotrophen Organismen in N-haltigen Medien 
laBt es sich nur sehr schwer entscheiden, welcher N-Anteil von den 
aus den Zellen ausgetretenen Eiweibzerfallprodukten und welcher aus 
dem Stickstoff des Nahrsubstrats herriihrt. Deshalb wurden Versuche 
zum Studium des N-Stoffwechsels von Hefepilzen auf N-freiem Nahr- 
substrat angestellt. 

Auf Grund seiner Studien sprach Ad. Mayer! die Vermutung aus, 
daB die Hefepilze unter diesen Bedingungen N-haltige Stoffe (Exkremente 
ausscheiden, die nicht mehr als N-haltiges Material Verwertung finden. 
Seine Anschauungen stiitzten sich sowohl auf seine eigenen Beobachtungen. 
wie auf die alteren Versuche von Thénard, Pasteur und Liebig. Aus dei 
groBen Fiille von Arbeiten auf diesem Gebiet muB vor allem auf die Angaben 
von Pringsheim? und besonders diejenigen von Rubner® hingewiesen werden. 
Letzterer zog in seinen Untersuchungen eine Parallele zwischen dem 
N-Verlust der Hefe bei der Garung auf N-freiem Substrat und der Eiweil- 
umwandlung bei héheren Tieren. N.N./wanoff* studierte eingehend diese 
Frage und kam zum Ergebnis, daB beim Garen auf Zucker EiweiBzertall 


1 Ad. Mayer, Untersuchungen iiber die alkoholische Gérung, dem 
Stoffbedarf und den Stoffwechsel der Hefepflanze. Heidelberg 1869. 
2 H. Pringsheim, diese Zeitschr. 3, 121, 1907. — * Max Rubner, Die Er- 
néhrung der Hefezellen bei alkoholischer Gérung. Leipzig 1931. 
4 N,N. Iwanoff, Untersuchungen tiber die N-Umwandlung bei der Hefe 191% 
(russisch). Diese Zeitschr. 120, 25, 1920. 
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Die Blausaéure als N-Qvelle fiir Aspergillus niger. 1. 2: 


tattfindet, gleichzeitig aber eine ftreie Bindung des Zuckers mit den 
N-haltigen Produkten vor sich geht; die Bildung dieser synthetischen 
Produkte verursachte eben die Irrtiimer, die friihere Forscher beim Studium 
des EiweiBgehaltes vor und nach der Gaérung begangen hatten. Von neueren 
Arbeiten zu dieser Frage verdienen die sehr wichtigen Ausfiihrungen und 
SchluBfolgerungen von Huler' und seiner Schule Beachtung. in denen 
gezeigt wird, daB das Verhaltnis von EiweiBaufbau zu EiweiBzerfall bei der 
Garung nicht konstant ist. In letzter Zeit wandten N.N. Jwanoff und 
FLA. Krupkina® reine Kulturen verschiedener Hefearten an und bestimmten 
sowohl die Anzahl der Zellen, wie thren Gehalt an Stickstoff und kamen 
zum Ergebnis, daB der N-Austritt aus den Zellen mit dem Garvorgang in 
Verbindung gesetzt werden mu, da in Gegenwart von unvergarbaren 
Zuckern kein Zerfall des HefeeiweiBes und kein Austritt aus den Zellen 
beobachtet werden konnte. 


In vorliegender Arbeit wandten wir uns dem N-Stoffwechsel des 
Pilzes Aspergillus niger zu, wobei wir diesen in gewissen Lebensperioden 
auf reine Zuckerlésungen brachten, da die Vorversuche von V. A. 
Tschesnokoff gezeigt hatten, dal} eine N-Ausscheidung aus dem Pilz 
moglich ist. 

Versuchsmethodik. 


Es wurde folgende Nahrlésung hergestellt: auf | Liter Wasser kommen 
lg KH,PO, 1g MgSOy,, 0.02 g ZnSO,, Spuren von FeSO, 30 ¢ Pepton 
und 4¢ Rohrzucker. Von der Lésung kamen je 50 cem in Vinogradsky- 
Kolben, und wurden im Autoklaven sterilisiert. Die Nahrlésung wurde mit 
Sporen von Aspergillus niger beimpft und in den Thermostaten bei 31 
his 32°C gestellt. Das Mycel des Pilzes entwickelt sich auf dem Pepton nur 
sehr langsam, so daB die Wachstumsdauer sich bis auf 6 und mehr Tage 
erstreckte. Das Mycel war sehr diinn, wenn der Pilz nur auf Pepton kultiviert 
wurde, es erschien uns daher zweckmaBig, auf je 50cem der Nahrlésung 
0.2 ¢ Zucker zuzusetzen. Nach sechstazigem Wachstum wurde die Lésung 
abgegossen, das Mycel mit sterilem Wasser ausgewaschen und vorsichtig 
mit 50 cem 15°, iger sterilisierter Zuckerlésung unterschichtet; die Kolben 
kamen dann wieder in den Thermostaten, und wurden entweder nach 
3.6 bzw. 9 Tagen génzlich ausgeschaltet. oder aber die Lésung wurde 
abgegossen und durch eine Portion 15°,iger Zuckerlésung ersetzt. Die 
Kolben kamen dann fiir 3,6 bzw. 9 Tage in den Thermostaten. 


Die einzelnen Kombinationen sollen in den entsprechenden Versuchen 
dargestellt werden. Das abgegossene Filtrat wurde stets auf den Gehalt 
an Total-N nach Kjeldahl und auf den Zuckergehalt nach Bertrand analysiert. 
Das Pilzmycel wurde bei 35° getrocknet und in ihm ebenfalls der Total-N 
bestimmt. Parallel wurde die Verbrennung von 50 cem 15°,iger Zucker- 
lésung vorgenommen; in diesen Proben war der N-Gehalt gleich Null oder 
betrug nur hundertste Teile eines Milligramms. Organische Saéuren wurden 
nicht bestimmt. Wir untersuchten zuerst die Abhangigkeit der Wachstums- 
dauer des Pilzes auf Zucker, des Zuckerverbrauchs, der N-Ausscheidung 


1 H. Euler u. Vera Sandberg, Zeitschr. f. phys. Chem. 146, 290; Euler 
u. H. Fink, ebenda 157, 222, 1926. — * N.N. Iwanoff u. F. A. Krupkina, 
diese Zeitschr. 212, 255, 1929. 














24 N. N. Iwanoff u. L. K. Osnizkaja: 


im Filtrat und den N-Gehalt im Pilzmycel, sowie die Ausnutzung det 
Blauséure als N-Quelle durch den Pilz. Samtliche Analysen wurden nut 
in dieser Richtung ausgeftihrt. 


Versuch 1. 


Zwei Vinogradsky-Kolben mit je 50 c¢em oben beschriebener Nahi 
lésung wurden mit einer Kultur von Aspergillus niger geimptt. Nach sechs 
tagigem Wachstum im Thermostaten (31 bis 32°) wurde die Nahrlésung 
abgegossen und unter sterilen Bedingungen durch 15°, ige sterilisierte 
Zuckerlésung ersetzt. Nach weiteren 3 Tagen wurde die Zuckerl6sung 
abermals abgegossen, das Mycel mit sterilem Wasser ausgewaschen und 
abermals mit 50 cem 15° ,iger Zuckerl6sung in den Thermostaten gestellt. 
Diese Operation wurde alle 3 Tage wiederholt und dabei jedesmal die ab- 
gegossene Lésung auf den N- und Zuckergehalt analysiert. Nach Beendigunyg 
des Versuchs wurde das Lufttrockengewicht des Mvycels bestimmt. 





3 Tage 6 Tage 9 Tage 12 Tage Luft 
2 uuft- 
Nr. |) N N N trocken- IMS- Zucker 
des jy, Zucker-| jy, Zucker- jy, Zucker- ;,, Zucker- gewicht @eSamt yer. 
- i ausge- 
Kol- Fil- ver- Fil- ver- Fil- ver- Fil- ver- des ‘ hi . brauch 
bens frat | brauch | ¢ra¢ |) brauch fyat brauch § prat  brauch | Mycels Sceden 
mg g mg g mg g mg g g mg g 


1 2,40; 2,91 '2,11) 1,568 3,17! 2,86 2,86) 2,29 1,53 10,54 | 9,62 
2 |}2,01; 2,84 41,87] 1,725 3,21) 2,99 12,92) 2,18 1,46 10,01 9,73 


Somit hatte der Pilz im Laufe von 12 Tagen beim Unterschichten mit 
Zuckerlésung in das umgebende Med um im Mittel 10,27 mg Stickstoff aus- 
geschieden, wobei 9,6 bis 9.7 g Zucker verbraucht wuiden. 


Versuch 2. 


Die Versuchsbedingungen sind dieselben, nur wird das Auswechseln 
der Lésungen nicht alle 3, sondern alle 6 Tage vorgenommen. 

Die Ergebnisse sind in gekiirzter Form summarisch nach zwolftagiger 
Kultur auf Zucker wiedergegeben. 





" Lufttrockengewicht | Ausgeschiedener Zucker- Sa . 
Nr des Mycels N verbrauch N im Myeel 
der Kolben . 
g mg g mg 
1 3,48 8,87 9,948 14.98 
2 3,18 7,02 9.913 14,03 


In 12 Tagen wurden im Mittel 7,94mg N ausgeschieden, im Mycel 
blieben 14,5 mg zuriick, d. h. trotz seiner N-Armut schied dieses 35°,, seines 
N in das umgebende Medium ab. 


, 


Versuch 4%. 


Von drei Pilzkulturen, die auf gew6hnlichem Nahrsubstrat gezogen 
waren, wurde die Lésung abgegossen und durch Zuckerlésung ersetzt. 
Die Kolben standen mit Zuckerlésung: der erste 3 Tage, der zweite 6 Tage 
und der dritte 9 Tage. Die iibrigen Versuchsbedingungen blieben die 
gleichen. 
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: ; 1 Zucker- Lufttrockengewicht 
Nr. Versuchsdauer N im Filtrat verbrauch des Sac 
der Kolben ins 
rage mg g g 
I 3 L,04 2,38 1.07 
2 6 4,74 6.40 2,05 
3 q 8.80 6,65 2.34 


Die Versuchsergebnisse lassen keinen Zweifel dariiber bestehen, 
daB auf reine Zuckerlésung gebrachte Mycele energisch wachsen, wobei 
sie Zucker verbrauchen und etwa 35°, des in ihnen enthaltenen 
Stickstoffs in das umgebende Medium ausscheiden. Dabei enthielt 
aber der Pilz auf 3 g Trockensubstanz (siehe Versuch 2) nur 14.5 mg N. 
Es ist also einleuchtend, daB es sich nicht um Ausscheidung von iiber- 
schiissigem Stickstoff handeln kann. Besonders mub noch die Tatsache 
erwihnt werden, daB der ausgeschiedene Stickstoff trotz des groBen 
N-Hungers vom Pilz nicht wieder verwertet werden kann. Es entsteht 
abermals die Frage nach den N-haltigen Exkrementen des Pilzes. 
Aus den wiedergegebenen Versuchen geht hervor, dali die N-Aus- 
scheidung mit dem Zuckerverbrauch anwachst: eine direkte Propor- 
tionalitat kann hier nicht bestehen, da der Zucker nicht zur Erhéhung 
des Trockengewichts, sondern fiir die energetischen Vorginge verbraucht 
wird, Die gréBte N-Ausscheidung aus dem Pilz ist gerade mit diesen 
Vorgaingen verbunden: fiir gairende Hefe ist das bereits friiher schon 
von NV. N. lwanoff und F. A. Krupkina festgestellt worden. Es ist 
moglich, daB in den ausgeschiedenen N-haltigen Stoffen auch Fermente 
enthalten sind, so vor allem die Invertase, es ist aber nicht aus- 
geschlossen, daB hier Bindungen von Eiweibzerfallsprodukten mit 
Zuckern entstehen, die dann in dieser Form nicht mehr weiter vom 
Pilz als N- Quelle verwertet werden kénnen. 

Die Bildung von N-haltigen Produkten, die von Aspergillus niger 
ar zu Zeiten von grobem N-Hunger nicht assimiliert werden kénnen, 
ist eine Tatsache, die ein eingehendes Studium verdient, besonders 


sog 
vom chemischen Standpunkt aus. 

Es muB darauf hingewiesen werden, da} der Pilz, der den Stickstoff 
seiner Ausscheidungen nicht verwerten kann, sich mit HeiBhunger auf 
jede beliebige N-Quelle wirft, die ihm um diese Zeit geboten wird. 
Aspergillus niger ist gewohnlich nicht imstande, sich auf einem N-Sub- 
strat, wie Guanidin, aus Sporen zu entwickeln. Wenn man aber diesen 
Stoff dem Pilz im ausgewachsenen Zustand bietet, wobei Zucker zur Ver- 
fiigung steht und weitere Stickstoffnahrung nicht geboten wird, so wird, 
wie N.N. Iwanoff und A. N. Awetissowa! gezeigt haben, das Guanidin 
von ihm ausgezeichnet verwertet, wobei Ammoniak abgespalten und 


1 N.N. Iwanoff uc. A. N. Awetissowa, diese Zeitschr. 231, 88, 1931. 
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Harnstoff gebildet wird. Der Pilz bildet unter diesen Bedingungen ein 
besonderes Ferment, die Guanidinase, die unter iiblichen Umstanden 
in ihm nicht enthalten ist. 

In vorliegender Arbeit beabsichtigten wir noch entschiedener 
vorzugehen und als N-Substrat die Blausaure zu bieten, die ein starkes 
Gift sowohl fir Tiere wie fiir Pflanzen darstellt und iiber die eine groBe 
physiologische Literatur bereits vorhanden ist. 


Unsere iibliche Versuchsanordnung war folgende: Nach der Aufzucht 
auf Pepton wurde die Kulturlésung unterhalb des Mycels abgegossen 
und durch eine starke Zuckerlésung ersetzt. In den Vorversuchen setzten 
wir einem solchen N-freien Substrat in wasseriger Lésung 0.2 ¢ KCN in 
kleinen Portionen zu, der Pilz wurde dadurch sehr geschadigt: es lieB sich 
Auflésung des Stickstoffs im Mycel beobachten. So betrug in einem Versuch 
die N-Menge im Mycel 23,1 mg, nach 4 Tagen aber unter dem EinfluB von 
KCN nur noch 4,82 mg. 

Es erschien uns daher notwendig. das KCN in trockenem Zustande 
auf das Pilzmycel zu bringen, in der Voraussetzung, dafi aut diese Weise 
die Blauséure nur allmaéhlich nach MaBgabe ihrer Verdraéngung durch die 
Kohlenséiure, die im AtmungsprozeB entsteht, frei werden wiirde. Es kann 
hier gewissermaBen eine Regulation der HCN-Ausscheidung durch die 
CO,-Bildung eintreten. 

Wir setzten auf das Mycel entweder ein mit einer kleinen Vertiefung 
versehenes Korkstiickchen, oder ein Schalchen aus Stanniol, das vor dem 
Autsetzen auf der Brennertlamme erwarmt und dann mit trockenem KCN- 
Pulver beschickt wurde. 

Versuch 4. 


Aspergillus niger wurde in zwei Vinogradsky-Kolben auf Pepton 
kultiviert, nach 7 Tagen wurde die Fliissigkeit abgegossen und durch 
50 cem 15°.iger Zuckerlésung nach Auswaschen mit sterilem Wasser 
ersetzt. Das Auswechseln der Zuckerlésung wurde alle 3 Tage vorgenommen. 
Im Filtrat wurde der Stickstoff bestimmt. Das Ergebnis nach 15 Tagen 
war folgendes: 





N im Filtrat 


Nr. ausgeschieden Zuckerverbrauch 
der Portionen 
mg £ 
1 10,21 17,35 
2 9,52 16,82 


Nach 15 Tagen wurde auf das Mycel des ersten Kolbens mit dem 
Stanniolschalchen 0,2 g KCN gebracht, der Kolben Nr. 2 blieb als Kon- 
trolle. Beide Kolben wurden dann mit frischen Portionen von je 50 cem 
15°.iger Zuckerl6ésung beschickt. Der Versuch war nach 4 Tagen beendet. 





x Zuck Lufttrocken- N N des Assimiliert 
Bezeichnung = ese — shee gewicht in der Mycels+N N aus 
der Kalter Filtrat verbrauch — des Mycels Haut des Filtrats} HCN 
mg g g mg mg } mg 
8): ae ae 19,90 4.50 4,62 73,92 91,82 46,77 


Kontrolle ... 1,95 2,95 3,92 43.90 45,95 0 
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Gab man KCN mit dem Schalchen zu, so schwarzte sich antanglich 
das Pilzmycel, schrumpfte dann nach wenigen Tagen, aber erholte sich 
wieder. Das Mycel begann dann sekundaér unter energischer Verarbeitung 
des Zuckers zu wachsen und iberholte dabei sehr bald das Wontroll- 
mycel, das auf reinemn Zucker unter N-Ausscheidung wuchs. Es mub 
darauf hingewiesen werden, daBs die Kelben stets mit Wattepfropfen 
verschlossen waren, so dab sowohl geniigender Luftzutritt, wie die 
Moglichkeit eines gewissen N-Verlustes in Form von fliichtiger HCN vor- 
handen waren. 

Im Versuch 4 verbrauchte der Pilz in Anwesenheit von Blausiéure 
1!) ,mal mehr Zucker, vergréBerte sein Gewicht und assimilierte 46.77 mg 
N aus der Blauséure, d.h. der Stickstoff des KCN war quantitativ! in dic 
Pilzhaut und das Filtrat der Kultur dibergegangen. 

Im nachstfolgenden Versuch wurde dem Mycel gleich nach der Uber- 
tragung auf Zucker KCN als N-Quelle beigegeben. 


Versuch 5. 


In vier Kolben mit je 50 cem Peptonsalznahrboden wurden Kulturen 
von Aspergillus niger aufgezogen. Wachstum 6 Tage bei 31°. Die Lésung 
wurde durch 15°,,ige Rohrzuckerlésung ersetzt, in zwei Kolben im Stanniol- 
schalchen je 0,1 g KCN in Pulverform gebracht: zwei Kolben blieben als 
Kontrolle. Der Versuch dauerte 7 Tage. 





Lufttrocken- N des Assimiliert 
N im Zucker- saurts . N im sas : ma 
et Filtrat verbrauch Bs Mocels. Mycel > ab Mittel ~ CN 
mg g g mg mg mg 
KCN ...| 335 | 6.57 2,91 | 53,66 57,01 57.79) 90,05 
KCN ...i 33% 6.38 ye i 55.09 58.44 | 
Kontrolle . . 1,97 5,98 2.17 32,95 34,89 \37 e7 0 
Kontrolle. . 3,71 5,88 222 | 3880; 4045 {?'! 


Es blieb ferner noch der zeitliche Verlaut der N-Assimilation aus der 
Blauséure zu klaren. 
Ve rsuch iz 
Das Mycel wurde in vier Kolben auf Pepton ohne Zucker gezogen. 
In zwei Kolben wurde beim Ersetzen der L6sung durch 15° ,ige Rohrzucker- 
lésung je 0.1 g KCN zugefiigt, zwei Kolben dienten als Kontrollen. Der 
Versuch wurde nach 24 bzw. 120 Stunden abgebrochen. 


Versuchsdauer 24 Stunden. 





a . Lufttrocken- N des 
Bezeichnung N am Zucker- gewicht N ne Mycels +N 
der Kultur Filtres verbrauch des Mycels Mycel des Filtrats 
mg £ g mg mg 
WOON ole es 24,20 1,57 0,30 10.96 35,16 
Kontrolle . . . 5,96 1,90 0,63 31.69 37,75 


1 Aus 0,2 g KCN kénnen 43 mg N entstehen. das Mehr an erhaltenem N 
mu auf die Ungleichheit der Mycelien der Kontroll- und Versuchsportion 
zuriickgefiihrt werden. 
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Das Mycel im Kolben mit KCN hatte sich geschwarzt, war zusammen- 
geschrumptt und dicht mit Sporen bedeckt. 


Versuchsdauer 120 Stunden. 





' . Lufttrocken- : N des Assimiliert 
Bezeichnung N wa Zucker- gewicht des - _ Mycels + N N aus 
der Kultur Filtrat verbrauch Mycels Mycel des Filtrats HCN 
mg g g mg mg mg 
BON . «sa 6,03 4.86 1,83 46,25 52.28 19,21 
Kontrolle . . . 6.75 3.32 1,47 96,32 33,07 ; 


Versuch 6 zeigt den Verlauf der N-Assimilation aus HCN. In den 
ersten Stunden leidet die Pilzhaut unter dem EintluB der Blausaure: zweitel- 
los laufen hier selbsttaétige Frozesse ab, die zu einer Verkleinerung der 
Mvcelflache und einem Verlust von etwa zwei Drittel ihres Stickstoffs 
fiihren. Letzterer geht in das Filtrat tiber, und es kommt keine Assimilation 
der Blauséure zustande. Weiterhin aber beobachtet man, daB das Wachstum 
der Pilzhaut wiederhergestellt wird, da diese in 120 Stunden ihr Gewicht 
sechsmal vermehrt und 19,2] mg von den 21,5mg_ theoretisch méglichen 
HCN-Stickstoff assimiliert. 

Es wurde noch ein weiterer Versuch angestellt, in welchem KCN in 
drei Portionen zu je 0,2 g allmahlich zugesetzt wurde und eine Assimilation 
von 107,52 mg der theoretisch méglichen 129 mg zu verzeichnen war. 


Versuch fs 
Zwei Kolben mit 100 cem gewéhnlichem Peptonnahrboden wurden 
mit Aspergillus niger geimpft. Nach zehntagigem Wachstum wurde die 
Nahrlésung abgegossen und jedem Kolben je 100 cem 15°,iger Rohrzucker- 
lésung zugesetzt, in einem Kolben kam auBerdem noch 0,2 g KCN. 
Darauf wurden in Abstaénden von 7 Tagen in den zweiten Kolben je 
0.2 g¢ KCN zugegeben. Nach 21 Tagen wurde der Versuch abgebrochen. 





ical, gowien | Zucker- | Nim | Nim | im'Mvcel | “Nana” 
der Kultur des Pilzes Verbrauch Mycel Filtrat ynq Filtrat HCN 
g g mg mg mg mg 
Kontrolle 21 auf Zucker 1,743 3,57 23.52 5,06 28,58 0 
Ebenfalls, 21 Tage 
+ dreimaliger Zusatz 
von 0.2¢ KCN .. 2.995 7,00 86,62 49.48 136,1 107,52 


Somit war die N-Menge in der Pilzhaut 4,8mal auf Kosten des 
Stickstoffs der HCN angewachsen. 

Ferner erschien es notwendig, die bei der Assimilation des Blau- 
siure-N entstehenden Zwischenprodukte zu erfassen. Es wurde in 
kurzdauernden Versuchen der Ammoniak-N bestimmt. Es erwies 
sich, daB der Filtrat-N zu zwei Drittel aus Ammoniak-N besteht, wobei 
in den ersten Stunden, wo eine intensive Ammoniakbildung vor sich 
geht, der Zuckerverbrauch in Gegenwart von Blauséure in bedeutend 


geringerem MaBe stattfindet. 
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Versuch 8. 


Das Mycel wurde unter gew6hnlichen Bedingungen aufgezogen. In 
einen Kolben wurde auf einem Korkstiickchen KCN (0.2 g) gebracht; 
ein anderer Kolben blieb nach dem Ersetzen der Nahrlésung durch eine 
15°.ige Zuckerlésung als Kontrolle. Nach 2 Tagen ergab sich folgendes 


Bild: 





Filtrat 


: Zucker- 
Bezeichnung nea Neca 
der Kultur NH,-N Total-N verbrauch 

mg mg g 
BG. 4a ors 4 25,88 32,72 1,23 
Kontrolle . . . 1,60 2,15 2.45 


Aus den angefiihrten Zahlen geht deutlich hervor, daB das auf 
reiner Zuckerlésung wachsende und unter N-Hunger leidende Mvcel 
die Blausiure als N- Quelle verwertet, wobei sie fast quantitativ den 
in einer gegebenen KCN-Menge enthaltenen Stickstoff aufnimmt; auf 
Kosten dieses Stickstoffs wachst der N-Gehalt des Mycels. Aus dem 
absorbierten Zucker und dem aufgenommenen Stickstoff synthetisiert 
die Pilzhaut ihr Kiweib, was eine starke Steigerung des N-Gehalts und 
des Trockengewichts der Pilzhaut zur Folge hat. 


In Versuchen studierten wir die einzelnen Stadien der Assimilation 
des HCN-N. Wir stellten im Filtrat Proben auf HCN, HCNO, sowie 
auf Harnstoff nach Fosse an. Es konnte jedoch weder HCN, noch 
HCNO oder Harnstoff nachgewiesen werden. Es ist moglich, dal 
diese Stoffe, wenn sie gebildet, sehr schnell weiterverarbeitet werden 
und dabei in andere Verbindungen tibergehen, wodurch ihr Nachweis 
erschwert wird. Uber den Verlauf dieser Prozesse, sowie iiber die 
Natur der Zwischenprodukte kénnen wir zunachst noch nichts 
aussagen. Es ist am wahrscheinlichsten, dab die HCN durch 
den Sauerstoff der Luft zu HCNO = oxydiert wird, welches weiter- 
hin in NH, tbergeht. 

Die Anhaufung von Ammoniak in den ersten Stadien des Prozesses 
konnten wir in zwei Versuchen nachweisen. 

Der FrozeB der HC N-Verarbeitung zu Ammoniak ist zweifellos fermen 
tativen Charakters. 

In der Literatur tindet man eine groBe Anzahl von Arbeiten iiber die 
Umwandlung der Blauséure in den Pflanzen. Die sogenannten eyanogenen 


Glucoside werden unter Abscheidung von Blausiéiure gespalten, welche nach 
der allgemeinen Auftfassung! zur Bereitung von N-haitigen Stoffen dient ; 


1 Ravena u. Zamorant, C. rv. Ace. Line. 19, 356, LLLO; MW. P. Korsakowa, 
Nachrichten d. Inst. f. Milehwirtsch. in Wologda 238, 1922 (russisch); 
L. Guignard, C.r. 147, 1023, 1908; L. Rosenthaler, Pharm. Acta Helv. 4, 
196, 1929; u.a. 
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das ist z. B. der Fall bei der Keimung der Mandelkerne, wo die Blauséure 
allmaéhlich aus dem Amygdalin frei wird. Bereits 1884 wiesen Laurent und 
Marchal aut die mégliche Rolle der HCN bei der EiweiBsynthese hin. Ihre 
Angaben, sowie diejenigen von 7T'reub! fiihrten zur Vermutung, daB HCN 
die erste N-haltige organische Verbindung sei, die bei der Photosynthese in 
der griinen Pflanze sich bildet. Fosse * gab folgendes Schema der Harnstoff- 
bildung in der griinen Pflanze: 
CHO Cee.» pow —* 2. wonwo +=... 00 WH 

Wenn auch das Schema von Fosse als Ganzes nicht annehmbar ist, 
so scheint doch die Umwandlung der HCN in HCNO durch Oxydation 
sehr wahrscheinlich zu sein. Nachdem in letzter Zeit Lang? durch 
seine Versuche die Bildung von HCNS aus Blauséiure und Schwefel 
durch das aus der Tierleber gewonnene Ferment Rhodanase wahr- 
scheinlich gemacht hat, zeigte sich auch in unseren Versuchen, dah 
Thiosulfat, zusammen mit HCN gegeben, die Assimilation der letzteren 
durch den Pilz bedeutend beschleunigt. 


Versuch 9. 


Nach gewohnlicher Aufzucht des Pilzes und Ersetzen der Lé6sung durch 
eine 15°,ige Zuckerlésung wurde zu allen vier Kulturkolben je 0,2 g KCN, 
zu zwei Kolben, auBerdem noch je 0,3 g¢ Na,S,O, in Lésung zugegeben. 
Die Pilzhaut entwickelte sich auf dieser L6sung nur sehr schwach. 





Lufttrocken- 


Bezeichnang || im Filtrat | verbrauch | gSe¥icht,, 
mg g g 
Oe Soh seat G 12.63 1,93 0,45 
KCN 12,01 1,87 0,38 
KCN +- NagS.O, . 0,95 3,46 0,88 
KCN + NayS,03 . 1,10 3,30 0,67 


Somit sehen wir, daB die Gabe von Schwefel in Gegenwart von 
HCN das Wachstum des Mycels und die Verarbeitung des Zuckers 
beschleunigt. 

Weitere Versuche sollen den Mechanismus dieses Vorganges auf- 
hellen. 

Das dargelegte Tatsachenmaterial stellt die groBe Rolle der Blau- 
siure im Organismus auBer Zweifel. Obgleich die Blausdiure ein starkes 


1 Treub, Ann. du Jardin Bot. de Buitenzorg 13, 1. Siehe auch Hartwig 
Franzen, Sitzungsber. d. Heidelberger Akad. d. Wissensch. 1910—1919, 20. 


u. 29. Abhandlung. — ? R. Fosse, Ann. de l'Inst. Pasteur 34, 726, 1920; 
siehe E. A. Werner, Dublin. J. of med. Science 4, 577. — * Lang, diese 


Zeitschr. 259, 243, 1933; 263, 262, 1933. 








Die Blausaure als N-Quelle fiir Aspergillus niger. I. 31 


Gift darstellt, das nach Warburg die Oxydationen durch Bindung des 

Eisens hemmt, kann sie doch vom Organismus sogar in bedeutenden 
5 

Mengen assimiliert werden. 


In allernachster Zeit sollen die Umwandlungsphasen der Blau- 
siure bei Aspergillus niger studiert werden. Dieser Pilz stellt ein sehr 
giinstiges Untersuchungsobjekt dar und es ist daher anzunehmen, 
daB die Einzelheiten dieses Vorganges bald geklart sein werden. 


Zusammenfassung. 


1. Aspergillus niger ist imstande, in Gegenwart von Zucker aus 
N-freiem Substrat Blausiure zu assimilieren, wobei der N-Gehalt 
des Mycels auf das 4,8fache ansteigt. 

2. Auf zuckerhaltigem Nahrboden ohne Stickstoff scheidet der 
Pilz regelmaBig Stickstoff in das umgebende Medium aus. Trotz des 
starken N-Hungers kann der Pilz diesen ausgeschiedenen Stickstoff 
nicht wieder verwerten. 

















Zur Kenntnis des Antiricins’. 


Von 
Rudolf Griitzner. 
(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit in 
Berlin.) 


(Eingegangen am 29. Marz 1954.) 


Mit dem Problem einer Reinigung und Konzentrierung von Anti- 
kérpern hat sich F. Reuter* am Beispiel des Antiricins im_ hiesigen 
Institut beschaftigt. indem er Adsorptionsmethoden, Ammonsulfat- 
fallungen und Fermenteinwirkungen studierte. 

Auf Vorschlag von Herrn Professor Dr. J. Jacoby beschaftigte 
ich mich nun mit der EKinwirkung verschiedener chemisch wirksamet 
Stoffe auf Antiricinseren. Es wurde dabei angenommen, dab die Wirkung 
verschiedener einfacher Reagenzien u. U. Riickschliisse auf das Vor 
handensein oder Nichtvorhandensein gewisser reaktiver Gruppen 
gestatten muBte. In ahnlicher Weise sind vordem schon von ver- 
schiedenen Forschern Versuche gemacht worden, unbekannten, wirk- 
samen Substanzen beziiglich ihrer chemischen Struktur naherzukommen. 
Es sei hier auf Arbeiten aus dem Insulingebiet verwiesen*, sowie auf dic 
Arbeit von Carmichael4 iiber Ricin. Es war natirlich méglich, dab 
durch das jeweils angewandte Mittel eine Verainderung des ganzen 
Serums oder desjenigen Anteiles, der die AR.-Funktion (AR. — Anti- 
ricin, AR.-E. — Antiricin-Einheit) einschlieBt, hervorgebracht wurde. 
so dab ein Verschwinden der AR.-Wirkung nicht auf eine chemische 
Reaktion mit den anzunehmenden wirksamen Gruppen bezogen werden 
durfte, sondern auf eine Veranderung des gesamten Proteingefiges. 
beziiglich kolloidaler Beschaffenheit, Loéslichkeit usw. zuriickgefiihrt 
werden muBte. Immerhin bestand die Méglichkeit, da® definierte 
chemische Stoffe ohne weitergehende Strukturanderung des Systems 
nur auf die reaktiven Antiricingruppen wirkten und Schliisse auf ihre 
mégliche Konstitution erlaubten. Es war auch zu erwarten, dab negativ 
ausfallende Versuche, also solche, bei denen wirksame Gruppen ohne 
Kinwirkung auf die typische Antikérperwirkung blieben, einen gewissen 
SchluB auf die Art der reagierenden Gruppen gestatten miBten. Denn 


Bei dieser Arbait wurden zum Teil Mittel benutzt, welche die Not- 
gemeinschatt der Deutschen Wissenschaft Herrn Prof. Jacoby zur Verfiigung 
gestellt hatte. * Diese Zeitschr. 231, 175, 1931. 3 Blatherwiek u. Mit- 
arbeiter, J. of biol. Chem. 72, 51, 1927; Carr, Biochem. J. 28, LOLO, 1929: 
K. Freudenberg u. Mitarbeiter, H. S. 202, 128, 1931; 2138, 226, 1932. 

4 J. Exper. Pathol. and Therap. 35, 193, 1929. 
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man wird wohl sagen diirfen, daB infolge Ausbleibens einer stérenden 
Wirkung bei Anwendung eines charakteristischen Gruppenreagens auf 
die Nichtanwesenheit dieser Gruppen wenigstens in freiem Zustande 
in dem Antikérperkomplex geschlossen werden kann.  Andererseits 
muBte auch darauf geachtet werden, ob solche reaktiven Gruppen 
etwa in einer ,,maskierten** Form vorliegen und durch einfache Mittel 
zur freien Wirksamkeit gebracht werden kénnen. Zur Verfiigung standen 
uns Antiricintrockensera aus dem Jahre 1929, die im Faustschen Apparat 
getrocknet und eingeschmolzen aufbewahrt worden waren. Zum Teil 
waren tiber die friiheren Eigenschaften derselben noch Angaben in der 
Reuterschen Arbeit vorhanden. Andererseits wurden Immunisierungen 
von Kaninchen in gleicher Weise wie von Reuter vorgenommen und auf 
diese Weise frische Seren erhalten, die steril eingeschmolzen im Eis- 
schrank aufbewahrt wurden. 

Bei Inangriffnahme alter Trockensera zeigte sich, daB die Léslichkeit 
in physiologischer Kochsalzlésung oder Puffer ganz wesentlich zuriick- 
gegangen war. Wahrend nach Angabe von Reuter diese Trockensera 
frisch véllig oder fast véllig zum zehnfachen Volumen des Ausgangs- 
serums léslich waren, zeigten sie sich nunmehr nur beschrankt léslich, 
und dieser lésliche Anteil war nur von sehr geringer Wirksamkeit. Die 
Angabe Reuters, da} die Trockensera unter Umstanden an Wirksamkeit 
zunehmen, gilt also fiir solche langen Zeitriume nicht. Die Absicht, 
diese durch Unléslichwerden unwirksam gewordenen Trockensera doch 
noch in Lésung zu bringen, fiihrte uns bald zu dem Versuch, mittels 
verdiinnter Lauge die Loslichkeit und die Wirksamkeit wiederher- 
zustellen. Es ergab sich, daB bei entsprechend schonendem Vorgehen 
dies erreichbar war. Uberraschend aber war der Befund, da® auch 
Immunsera in fliissiger Form, die mehr oder weniger lange Zeit auf- 
bewahrt und in ihrer Wirksamkeit durch den Agglutinationsversuch 
mit Kaninchenblutkérperchen eindeutig festgelegt waren, nach der 
Behandlung mit verdiinnter Lauge in der Kalte wahrend mehrerer 
Stunden, nach stattgehabter Neutralisierung ohne nennenswerte 
Anderung des Salzgehaltes, nunmehr im Agglutinationsversuch sich 
wesentlich wirksamer zeigten, als sie vorher gewesen waren. Es gelang 
fernerhin, durch eine Fraktionierung des Serums unter besonderen 
Bedingungen die wirksamen Substanzen in einer bestimmten Fraktion 
anzureichern und somit eine Reinigung und Verstarkung zu erzielen. 
Im Zusammenhang damit wurde auch die Antiricinwirksamkeit von 
Normalseren, die einen gewissen niedrigen Betrag auszumachen pflegt, 
gepruft. 

In der zweiten Abteilung der Arbeit wurden einige oxydativ und 
reduktiv wirkende, sowie fiir Additionsreaktionen in Betracht kom- 
mende Substanzen in ihrer Wirkung auf das AR. untersucht. 
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Antiricin-Trockensera. 


Bevor es méglich war, trische Sera von neu immunisierten Kaninche: 
zur Untersuchung zu bringen, stellte mir Herr Protessor Jacoby Trocken 
sera von Ricin-Immuntieren dankenswerter Weise zur Verfiigung, die au 
den Untersuchungen von Ff’. Reuter stammten und bis zu 2 Jahre lang in 
zugeschmolzenen Roéhren aufbewahrt gewesen waren. AuBerlich zeigten si: 
keinerlei Veranderungen, die aut einen Verderb hatten schlieBen lassen 
Da die Trockensubstanz der Sera im allgemeinen 10°,, ausmacht. so wurd: 
ein Teil des Trockenserums zunachst auf 10 Teile mit destilliertem Wasse: 
gebracht und quellengelassen. Auf diese der Originalserumkonzentratior 
gleichgesetzte Konzentration wurden durchweg die erhaltenen Wert: 
bezogen. die aus den verdiinnten Lésungen sich ergaben. Der Agglutinations 
versuch geschah nach den Angaben von Reuter. Es erfolgte die entscheidend 
Ablesung stets mit Hilfe des Agglutinoskops, im allgemeinen nach Steher 
der Ansatzréhrchen im Eisschrank iiber Nacht. Bei Serumlésung in Koch 
salz wurden auch die Verdiinnungen mit physiologischem Kochsalz het 
gestellt, entsprechend bei Pufferlésungen mit Puffer. sei manchen Ver 
suchen wurden die zu priifenden Loésungen mit einem Teil Puffer auf 
gefiillt, um sicher zu sein, daB bei der Neutralisation mégliche. gering: 
Ungenauigkeiten abgepuffert werden. In diesen Fallen ist der Salzgehalt 
der einzelnen Réhrcehen nicht genau gleich, da aber Vergleichsversuche 
mit Puffer und Kochsalzl6sung immer gleiche Resultate innerhalb det 
Fehlergrenzen ergaben, macht diese Differenz nichts aus. Im allgemeinen 
wurden die Ansaétze folgendermaBen durchgefiihrt : 

Fallende Mengen der neutralen bzw. gepufferten Lésung wurden mit 
Kochsalz oder Puffer auf im allgemeinen 0,5 ccm gebracht. bei jeder Reihe 
eine Kontrolle mit der Lésung ohne Ricin und eine blinde Kontrolle mit 
Kochsalz bzw. Puffer allein angeschlossen. Hierauf erfolgte der Zusatz 
der verdiinnten Ricinlésung in Puffer iiberall, auBer bei den Kontrollen. 
0.2cem entsprechend 0.01 mg Ricin = 1 AR.-E.' Diese Lésung wurde 
taglich aus einer Stammlésung von 0,05°,.. die nicht tiber 10 Tage lang 
stets im Eisschrank gehalten wurde, frisch verdiinnt. Nach dem Um 
schwenken kamen 2 Tropfen Kaninchenblutk6érperchenl6sung in Kochsalz. 
zum Teil auch in Puffer. in allen Glaésern hinzu. Zur Herstellung der Blut- 
kérperchenlésung wurde frisch entnommenes, detibriniertes, genau ab 
gemessenes Blut mehrfach (mindestens dreimal) mit physiologischer Koch- 
salzlésung in der Zentrifuge gewaschen. Die Lésung wurde aut das fiinffache 
Volumen des entnommenen Blutes gebracht. Bei Pufferlésungen wird 
das letzte Zentrifugieren mit Puffer vorgenommen. Im allgemeinen ist 
aber die Verwendung von Kochsalzautschwemmungen wegen der besseren 
Haltbarkeit der Lésung vorzuziehen. Kalt aufbewahrte Lésungen kénnen 
3 bis 4 Tage lang verwendbar bleiben. Hamolysierte Lésungen wurden 
nicht mehr verwendet. 

Das Trockenserum, das auch durch langeres Digerieren nicht weiter 
als bis zum Quellen zu bringen ist, lést sich auch beim Verdiinnen aut 
10 Volumina des urspriinglichen Serums nicht v6llig auf, wenn zum Vet 
diinnen physiologische Kochsalzl6sung oder neutraler Puffer angewandt wird. 
Es zeigte sich schon in den ersten Versuchen, daB vormals gut wirksame 
Seren sehr viel von ihrer Léslichkeit eingebiiBt hatten, und auch nur eine 
geringe AR.-Wirksamkeit aufwiesen. So wurden bei einem seinerzeit von 
F.. Reuter zu 160 AR.-E. festgestellten Trockenserum nur mehr Betrage 


! Definition bei Reuter, 1c. 8.182. 1 mg Ricin entspricht 100 AR.-E. 
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von kaum 10 AR.-E. gefunden. Ein MaB fiir die Abnahme der Léslichkeit 
ergibt sich daraus, dai auf 100mg Trockenserum 11.9 mg_ Stickstoff 
kommen, bei vollstandiger Lésung also ein zehnfach verdiinntes Serum 
in l0cem 11,9mg Stickstoff enthalten miiBte, wahrend in der ent- 
sprechenden Menge des Kochsalzextraktes nur 3,8 mg Stickstoff vorhanden 
waren, mit denen die geringe Menge der gefundenen AR.-E. verkniipft 
ist. Es muB also die ganz tiberwiegende Menge des AR. entweder im un- 
léslichen Teil verblieben oder wahrend der Autbewahrung zerstért worden 
sein. In den léslichen, etwa 30 bis 40°, des EiweiBmaterials befinden sich 
nur 6 bis 9°, des ehemals vorhandenen AR. 


Werden jedoch z. B. 0.1 g Trockenserum nach kurzem Quellen mit 
1 cem Wasser, mit 3.5 cem Kochsalzlésung und 0.5 cem n/10 Natronlauge in 
physiologischer Kochsalzlésung, d. h. einer n/100 isotonischen Natronlauge- 
lésung 15 bis 20 Stunden im Eisschrank gehalten, genau mit 0.5 cem n/ LO 
Salzséure (ebenfalls in physiologischer NaCl) neutralisiert und mit Kochsalz- 
lésung zur zehnfachen Verdiinnung gebracht, so zeigt die nach dem Schleu- 
dern blanke Lésung nunmehr eine Verstarkung auf etwa-das Vierfache. 
Die leem Normalserum entsprechende Menge enthalt namlich 40 AR.-E. 
Die Menge des gelésten EiweiBes ist auf 6,6 mg je 10 cem verdiinnte Lésung, 
also auf das Doppelte, gestiegen. Die verhaltnismaBig kleine Differenz an 
Eiwei8 enthielt demnach die Hauptmenge des AR. Es sei hier noch bemerkt, 
daB es durch Zusatz von 1,5cem n/10 Lauge und 4.5 cem NaCl-Lésung 
zu einer gleichen Menge desselben Serums méglich war, bei sonst gleichem 
Vorgehen 160 AR.-E. als Maximum zu extrahieren. Hier im Zusammen- 
hang mit der Beschreibung der Technik des Laugens sei gleich mitgeteilt, 
daB die Einwirkung immer in physiologischer Kochsalzlésung ertfolgte, 
wenn nichts anderes ausdriicklich gesagt ist. Lauge und Salzséure sind 
nahezu auf physiologische Kochsalzlésung isoton, da sie aus zweifach Normal- 
lésungen durch Verdiinnen mit physiologischem NaCl auf n/10 Starke er- 
halten wurden. St6érungen durch Salzmangel oder Salziibersechub sind 
damit ausgeschaltet. 


Aus dem genannten Versuch folgt, daB das erste Neutralextrakt ver- 
haltnismaBig viel Protein und wenig AR. enthielt. Daher wurde versucht, 
durch alkalische Behandlung aus dem bereits einmal neutral extrahierten 
Trockenserum die wirksame Komponente in gr6Berer Reinheit zu gewinnen. 


0.1 g Trockenserum mit lLcem Wasser gequollen und 9ccem Putfer 
werden nach gutem Durchrithren 2 Stunden geschleudert. Der abgeschleu- 
derte Riickstand mit 6 cem Kochsalz und 0.2 cem n/10 Lauge tiber Nacht 
im Eisschrank digeriert, wobei weitere Mengen in Lésung gehen. Nach 
genauem Neutralisieren wird auf 10 cem mit Kochsalz aufgefilllt und ab 
geschleudert. Ein nochmaliger Laugenextrakt des Riickstandes wird in 
gleicher Weise bereitet. Nachstehende Zusammenstellung zeigt die Ver- 
teilung des AR. und des Stickstoffs in den einzelnen Portionen: 





AR.-E, N mg im cem Serum 
Neutraler Pufferextrakt . 15 3.78 
Alkalischer Extrakt I . 160* 5.88 
‘s « ll. 120 1,12 


* 


Durch nochmaliges Laugen des alkalisehen Extraktes wird weiter keine Verstarkung 
mehr erzielt. 











36 R. Griitzner: 


Wird der nach dem Dekantieren des ersten neutralen Extraktes zuriick- 
bleibende ungeléste Riickstand mit verdiinnter Salzsaure behandelt, so 
wird etwas EiweiB gelést, und es tritt im Gegensatz zur Laugenbehandlung 
kein AR. mehr in Lésung iiber, andererseits werden diese wirksamen 
Substanzen aber auch nicht zerst6rt, denn es ist ohne weiteres méglich, 
sie durch nachtragliches Behandeln mit soviel Lauge, daB eine Alkaleszenz 
von n 100 bis n 20 Natronlauge entsteht, aus dem Riickstand heraus- 
zuholen. Durch die Saurebehandlung wird also eine weitere Reinigung 
des AR.-Anteiles erreicht. Behandlung mit verdiinnter n 20 bis n 100 HCl 
zerstorte das AR. in keinem der untersuchten Fadlle, brachte aber auch nichts 
davon in Lésung. 

Es werden z. B. 0,1 g Trockenserum mit lcem Wasser aufgequollen 
und mit 9cem Kochsalzlésung auf 10 cem aufgefiillt. Nach !'/.stiindigem 
Stehenlassen unter haufigem Schiitteln wird geschleudert. Der neutrale 
Kochsalzextrakt wird vom Riickstand getrennt. Dieser mit 8 cem Kochsalz 
und Ilcem n/10 Salzséure 20 Stunden kalt gestellt. Hierauf wird wieder 
zentrifugiert, die salzsaure Lésung neutralisiert und mit Puffer auf 10 cem 
gebracht. Der ungeléste Riickstand wird mit 7 ¢cm Kochsalz und 1 cem 
n/10 Lauge im Eisschrank gehalten (48 Stunden). Zur Untersuchung wird 
er neutralisiert und auf 10 cem mit Puffer aufgetiillt. Ein zweiter alkalischer 
Extrakt wird aus dem Riickstand in gleicher Weise erhalten. 











Serum 91. Serum 68. 
AR.-E. N mg AR.-E. N 
Kochsalzextrakt. . . 10 3,27 | Kochsalzextrakt . . 10 | nicht 
Saurer Extrakt ... 0 1,40 Saurer Extrakt . . 0 be- 
Alkaliseher Extrakt I 200 6.16 | Alkalisch. Extrakt I 120 — 
IT Spuren 0,56 


Der unlésliche Rest ist der Menge nach sehr unbedeutend. 

Entsprechende Befunde wurden bei einer sehr groben Menge von Ver- 
suchen erhoben, gleichgiiltig, ob die erste Extraktion mit Puffer oder NaC! 
durchgefiihrt oder ob eine starkere Verdiinnung der Lésung oder ob Puffer 
anstatt Kochsalz zum Auffiillen verwendet wurde. Es ist als Ergebnis fest- 
zustellen, dap aus Trockenseren, die ihre Léslichkeit und Wirksamkeit nahezu 
ganz eingebiipt hatten, ein Extrakt von der urspriinglichen Wirksamkeit durch 
Behandeln mit verdiinnter NaOH (n 20 bis n/100) in der Kailte wihrend etwa 
20 Stunden erhalten werden kann, das ziemlich arm an Liweifstoffen ist. 

Es ist nun von Interesse, wo die Grenzen dieser Erhéhung der Wirksamkeit 
durch Laugenbehandlung sich befinden. So wurde gefunden, daB Trocken- 
serum, mit Dinatriumphosphatputfer in der Kalte digeriert und dann 
durch Zusatz der entsprechenden Menge an saurem Puffer auf neutrale Re- 
aktion gebracht, nach dem Schleudern eine so gut wie unwirksame Lésung 
ergab. Vermutlich darf auf die vorhergehende Quellung des Serums nicht 
verzichtet werden. Das ergibt ein Vergleichsversuch an einem anderen 
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Trockenserum. Gleiche Mengen desselben Serums, einmal trocken. einmal 
nach !/,stiindigem Quellen in Wasser werden ebenfalls mit alkalischem 
Puffer 20 Stunden lang kalt gestellt; hierauf mit saurem Putfer neutralisiert 
und nach dem Schleudern gepriift. Wahrend das Serum ohne vorherige 
Quellung 40 AR.-E. ergab, wurden bei der gequollenen Probe 100 Einh. 
gefunden. Da dasselbe Serum bei der oben beschriebenen Laugung bis 
auf 160 AR.-E. gebracht werden konnte, zeigt, daB NaCl-Behandlung eine 
reichlichere Extraktion ergibt, was wir noch mehrfach bestatigt fanden. 
Vielleicht macht sich aber auch die vorherige Entfernung eines Teiles der 
leichter léslichen Proteine geltend, dergestalt. daB bei der zweiten Be- 
handlung die Extraktion leichter vor sich geht. 

Ein weiterer Versuch sollte zeigen, ob die gréberen oder feineren Teile 
des Trockenserums eine verschiedene Léslichkeit und Wirksamkeit ergaben. 
Es zeigte sich in beiden Fallen jedoch genau dasselbe Ergebnis, neutraler 
Extrakt 0 und Spuren, saurer Extrakt 0, alkalischer beide Male 160 AR.-E. 
In diesem Betund kann man einen Hinweis darauf erblicken, dal einfache 
Lésungsvorgange vielleicht nicht die einzige oder entscheidende Rolle 
spielen, sondern wohl auch eine spezifische chemische Einwirkung vorliegt. 
Diese Auffassung wird durch spater zu berichtende Versuche erhartet. 

Wirkt eine starkere Laugenkonzentration auf das Trockenserum ein, 
so wird die AR.-Funktion mehr oder weniger zerstért. Das geschieht, wenn 
ein Trockenserum nach dem Quellen mit Wasser in einer Laugenlésung 
von n Konzentration im Ejisschrank oder im Brutschrank digeriert wird. 
Das bei der normalen Arbeitsweise auf 160 AR.-E. zu bringende Serum 
hat in beiden Fallen nur mehr 35 AR.-E., trotzdem es vollstandig in Lésufig 
gegangen ist. Auch dieser Befund wurde mehrfach erhoben. Wenn eine 
durch Laugen gewonnene Lésung nachtraglich mit n/30 Lauge in der Kalte 
stehen bleibt, tritt eine Verstarkung im allgemeinen nicht mehr auf, ebenso 
wenig aber in kiirzeren Zeitraéumen eine Abnahme. Wahrend des Laugens 
wird Ammoniak nicht abgespalten. 

Bei der ersten Laugenbehandlung wird aus den Riickstanden zwar die 
Hauptmenge, doch nicht alles AR. extrahiert. Durch Wiederholung des 
Prozesses kénnen oft noch erhebliche Mengen gewonnen werden. Ein 
solecher Extraktionsversuch ergab z. B. folgendes: 





AR.-E. AR.-E in nochmals 
auf | eem Originalserum gelaugtem Extrakt 
Neutraler Pufferextrakt . . . 20 25 
2 0 BO i () 0 
n/20 NaOH I ca ‘ -e 110 110 unverandert 
- e ee en 40) 
i vo | eee j ss 10 
‘ ale. one Ae ay ; Spuren 


Es wurde terner gepriift, ob die beschriebene Reihenfolge der Extrak- 
tionen eingehalten werden muB. und abweichend davon zuerst eine saure 
Extraktion vorgenommen, dann mit NaCl gewaschen, zuletzt mit etwa 
n/40 Lauge behandelt. 


1. Extrakt (HCl) enthielt . ...... 2... +... knapp 20 AR.-E. 


Caen MORI cg ee ee ee eS SS 0 . 
3. Extrakt, alkalisch, nach 1l'/,Stunden ........- 80 


Dasselbe nach 20 Stunden Ejisschrank ........ . 160 
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Es andert sich also prinzipiell nichts am Ergebnis, die geringe Anzabh| 
AR.-E., die sonst mit der ersten neutralen Extraktion erhalten wurde 
tritt im sauren Auszug auf, wird also von saurer wie neutraler Flissigkeit 
aufgenommen und gehért zu den leicht léslich gebliebenen Anteilen des 
Trockenserums. 

In der Absicht, ohne Alkalizusatz einen gréBeren Anteil des AR. aus 
dem Trockenserum zu extrahieren, wurde Trockenserum nach dem Quellen 
mit etwas Glycerin stehengelassen, mit Puffer verdiinnt und geschleudert 
Der Extrakt zeigte knapp 20 AR.-E. Ein Glycerinzusatz wirkte in eine: 
blinden Probe derselben Konzentration nicht stérend bei einem Agglutina 
tionsversuch. Durch n/l00 HCl wird kein AR. dem Riickstand entzogen. 
wahrend derselbe mit Lauge stark quillt und ein Extrakt von 130 bis 
140 AR.-E. ergibt. Diese Abaénderung des Verfahrens bringt also kein 
Verbesserung. Wird ein erstmals mit NaCl extrahiertes Trockenserum 
von 20 AR.-E. im Neutralextrakt mit Glycerin und verdiinnter NaOH 
weiter extrahiert, so zeigt sich dieser Extrakt weniger wirksam als bein 
gewohnlichen Verfahren. Die Verwendung von Glycerin bietet also keinen 
Vorteil. 

Fraktionierung und Reinigung von A R.-Lésungen. Als Vorarbeit zu der 
Frage, wie sich verschiedene Chemikalien gegenitiber AR. verhalten, mubte 
ein Verfahren ausprobiert werden, das gestattete, die zugesetzten Chemi 
kalien méglichst einfach und vollstandig zu entfernen, zumal wenn deren 
Vorhandensein die Agglutinationsprobe stéren konnte. Im allgemeinen 
handelt es sich bei den Stoffen, die zur Priifung kommen, um Salze oder 
organische Stoffe, die in Wasser bzw. Serum eine mehr oder minder groBe 
Loéslichkeit besitzen, und eventuell auch um solche Substanzen, deren 
Léslichkeit in organischen Lisungsmitteln bekannt ist. Unter diesen Um- 
standen schien es zweckmabig, zu versuchen, ob die wirksamen Lésungen 
von AR.-Seren oder Trockenseren durch Alkohol- bzw. Acetonfallung nieder- 
geschlagen und nach Entfernung der Lésungen wieder aufgelést werden 
kénnen, ohne da die Wirksamkeit zerstért oder vermindert wird. Das 
schien um so notwendiger, als Versuche einer Ammonsulfat- bzw. Magnesium. 
sulfatfallung und nachfolgender Dialvse durchaus nicht befriedigten. 

Die Fallung von Proteinen mit Alkohol oder Aceton fiihrt bekanntlich 
zu einer Denaturierung und Unléslichmachung, wenn ein betrachtlicher 
Cherschu8 dieser wasserentziehenden Lésungsmittel langere Zeit auf dic 
Lésung einwirkt. Es ist aber bei entsprechend vorsichtigem Verfahren 
moglich, die Serumeiweibkorper zum weitaus gr6Bten Teil wieder in Lésung 
zu bringen, namlich dann, wenn nach Zusatz des Acetons sofort zentrifugiert. 
die klare Léisung alsbald dekantiert und der Niederschlag durch Uber 
saugen von Luft tunlichst vom Lésungsmittel befreit wird, was bei Aceton 
nur ein paar Minuten in Anspruch nimmt. Wird nun sofort mit physiologi 
scher NaCl-Lésung angeriihrt, so gelingt es, den Niederschlag mehr odet 
weniger vollstandig zu lésen. Das Ungeléste, das im allgemeinen in den 
zuerst ausfallenden Anteilen sich befindet, kann mit verdiimnter Laug« 
aufgenommen werden. 
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Bei der Verarbeitung einer Lésung von T'rockenserum geht im all- 
vemeinen nach dem Umfallen mit Alkohol oder Aceton das Ausgefallte bis 
uf ganz geringe Anteile mit physiologischer NaCl in Losung. Durch eine 
Spur Lauge kann vollstandige Losung schnell erzielt werden, wobei eine 
Tribung durch alsbald folgendes Neutralisieren nicht einzutreten pflegt. 
Da eine Laugeneinwirkung auf die alkalisch gewonnenen Extrakte schon 
stattgefunden hat, bedingt eine, zumal kurzwahrende alkalische Behandlung 
zwecks Lisung des Niederschlages, keine Veranderung der Wirksamkeit. 
Es ergibt sich eine Wirksamkeit der umgefallten AR.-Proteine, die der- 
jenigen der mit Lauge gelésten und aktivierten entspricht. Diese Um- 
fallung kann also zur Herstellung gleich oder nahezu gleich wirksamer 
Loésungen dienen, das gefallte und getrocknete Material laBt sich ibrigens 
ohne Beeintrachtigung des Wirkungswertes langere Zeit, z. B. im Exsikkator, 
aufbewahren. Die innerhalb der Fehlergrenzen vollstindige Wieder- 
gewinnung der wirksamen Substanz nach Aceton- oder Alkoholfallung wurde 
regelmaibig festgestellt. Aceton bietet den Vorteil des niedrigeren Siede- 
punktes, so da es schneller aus dem Niederschlag zu entfernen ist. Der 
Alkoholniederschlag ist jedoch im allgemeinen etwas leichter léslich. 

Um die Anwendbarkeit des Verfahrens sicherzustellen, wurde auch 
gepriift, ob kleine Mengen Aceton, wie sie nach dem Absaugen zurtick- 
bleiben kénnen, auf die Agglutinationsreaktion von Ricin EinfluB austiben. 
Dies war nicht der Fall, weder Aceton noch Alkohol tauschten AR. im 
Agglutinationsversuch vor. Dieser Befund wurde noch besonders mit einem 
AR.-freien Serum bestatigt. 


Fliissige Sera. 


Nachdem es sich gezeigt hatte, daB die Laugenbehandlung bei Trocken- 
seren sowohl eine Erhéhung der Léslichkeit, als auch eine Vermehrung der 
AR.-Wirksamkeit bringt, schien es naheliegend, zu priifen, ob auch fliissige 
Sera durch das Laugen in ihrer Wirksamkeit in gleichem Sinne beeinfluBt 
wurden. Die Versuche zeitigten das interessante Ergebnis, dai} dies in aus- 
gesprochener Weise der Fall war. 

Fin Muster AR.-Serum (Kaninchen Nr. 55) nach viermonatlichem Auf- 
bewahren in zugeschmolzenem Rohr im Eisschrank, wurde m drei Ansétzen 
untersucht. 

Il. Leem Serum und 4cem NaCl. 

2. Leem Serum und | cem n/10 Lauge in physiologischer NaCl nach 
20stiindigem Stehen im Eisschrank mit | cem n,JO HCl und 2cem NaCl 
auf 5cem gebracht. 

3. leem Serum mit 2cem n lO Lauge nach dem Stehen mit 2 cem 
Saéure neutralisiert. 

Die Wirksamkeit im Agglutinationsversuch gab bei 1. 15 AR.-F., 
bei 2. 80 AR.-E.. bei 3. 50 AR.-E. 

Ein ebenso angestellter Versuch mit fltissigem Serum (Kaninchen 
Nr. 47), das ebenso behandelt war. ergab bei |. knapp 20 AR.-E.. bei 2. 
und 3. zwischen 160 und 320 AR.-E. 
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Bei einer 3 Monate ftriiher gepriiften Probe waren diese beiden Seren 
in frischem Zustande 40 bis 50 Einh. stark gewesen. Die jetzt durch das 
Laugen erreichte Verstaérkung geht jedenfalls bei Kaninchen Nr. 47 weit 
iiber den damaligen Stand hinaus. 

Hieraus ist zu schlieBen, daB auch in léslicher Form vorliegende Serum- 
proteine, die zuntchst nicht als agglutinationshemmendes AR. wirkten, durch 
die Laugenbehandlung eine charakteristische Umwandlung in dem Sinn 
erfahren, dap sie bei der Agglutinationsprobe auf Ricin sich stark im Sinn: 
des AR. betatigen. Die Eimwirkung auf die Trockensera kann demnach 
wohl als chemische Einwirkung gedeutet werden. 

Die Zeitdauer von etwa 20 Stunden bei Eisschranktemperatur scheint 
zu der Verstirkung oder Aktivierung notwendig zu sein. Kiirzere Zeiten, 
10 Minuten bis 1 Stunde (Zimmertemperatur), brachten bei einem Versuch 
mit dem genannten Serum 55 keine merkliche Verstarkung. Nach 3 Stunden 
zeigte sich aber bereits eine Vermehrung des Anfangswertes von etwa 15 
auf 30 AR. 

Fliissige Seren fraktioniert gelaugt. 

Wird ein Serum unverdiinnt oder verdiinnt unter gutem Riihren mit 
Aceton versetzt, so entsteht ein bleibender Niederschlag bai etwa 50 Vol.- 
Acetonzusatz, doch erscheint die Hauptmenge des Proteins erst bei noch 


weiterer Vermehrung des Acetons. Aus verschiedenen Versuchen geht 
hervor, daB die erste Fraktion (x) bei etwa 63 bis 65°, Aceton ausgefallt 


ist, in der durch Abschleudern erhaltenen blanken Lésung erzeugt zunachst 
ein weiterer Acetonzusatz keine bleibends Fallung. Erst nach einer Zugabe 
von weiteren 10 bis 15°, des Ausgangsvolumens tritt eine massenhafte 
Fallung auf, die bis etwa 100°,, Zusatz (gleich dem Volumen des angewandten 
Serums) zunimmt und den Hauptteil der EiweiBk6rper des Serums enthalt 
(Fraktion /). Nach dem Abschleudern dieses Anteiles erhalt man aus dem 
blanken Dekantat nur mehr kleine Mengen leicht léslicher Substanz (Frak- 
tion 7’), wenn man bis zu 300 Vol.-°,, Aceton zugibt. 

Die Bearbeitung des jeweils gewonnenen Niederschlags x, // oder 
geschieht so, da nach dem Mischen sofort 5 Minuten geschleudert wird. 
Die blanke oder leicht opake Lésung la8t sich dann glatt in ein zweites 
Zentritugenglas dekantieren (zweckmaéBig werden graduierte Zentrifugen- 
gliser verwendet) und zur weiteren Fallung verwenden, die aber ebenfalls 
unter Vermeidung jeglichen langeren Stehens zu geschehen hat. Der ab- 
geschleuderte Riickstand wird etwas aufgelockert und mit der Luftpumpe 
ein Luftstrom dariiber gesaugt, der die Hauptmenge des Acetons glatt in 
wenigen Minuten entfernt. Dabei gehen durch die festgehaltene Feuchtig- 
keit die Niederschlage / und 7 unter Umstanden von selbst ganz oder zum 
Teil in Lésung. Durch physiologische NaCl werden nun die praktisch 
acetonfreien Fallungen gelést (x nur unvollstaéndig) und auf Volumen 
gebracht. Unvollstandig geléste Proben werden nochmals zentrifugiert 
und die blanken Lésungen fiir die Ansaétze verwendet, wahrend der Riick- 
stand mit Lauge in entsprechender Menge versetzt, gelést und zum An- 
setzen neutralisiert wird. In dieser Weise wurde bei den folgenden Fraktions- 
versuchen vorgegangen. 

Im allgemeinen kann, wenn schnell hintereinander gearbeitet wird. 
bereits nach 15 Minuten die Lésung der betreffenden umgefallten EiweiB- 
fraktionen fertig sein, wodurch der Denaturierung entgegengewirkt wird. 
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Fliissiges Serum von urspriinglich geringer AR.-Wirkung!, das zudem 
lange eingeschmolzen aufbewahrt war, zeigte nur 10 AR.-E. Nach der 
Aufteilung in Acetonfraktionen enthielt Fraktion « neutral 8 AR.-E., 
}= 2 AR.-E., 7 = 0 AR.-E. Der alkalisch behandelte Rest von x weitere 
11 AR.-E. Die drei neutralen Fraktionen kommen zusammen auf die 
Gesamtmenge des urspriinglichen AR. Der lésliche Teil von « war durch 
das Laugen auf ebenso starke Wirksamkeit gebracht, wie das Originalserum 
sie hatte. Das weist daraut hin, daS es sich nicht um einen Lésungsvorgang 
handelt, sondern daB mit den zuvor gelést gewesenen, aber unwirksamen 
Proteinen eine charakteristische Veranderung durch das Laugen vor sich 
ygegangen ist. Die wirksamen Bestandteile sind in demjenigen Teil des Serums 
enthalten, der mit Aceton zuerst ausfallt. Dieser ist vermutlich mit dem 
AR.. das in den neutralen Extrakten enthalten ist. nicht identisch, wenn 
auch von gleicher Wirkung. 

Ein anderes fliissiges AR.-Serum mit 20 AR.-E. wurde ebenso fraktio- 
niert, der unlésliche Anteil von x in n 30 Lauge stehengelassen. Die Ergeb- 
nisse der Agglutinationspriifung waren folgendes: 





AR.-E. Dieselben Losungen 


nach dem Laugen, AR.-E. 


Nn C5 eed fils) eae weniger als 5 8.5 
; ‘ ; Bs Miwongiiee saute mae we 10 8,5 
y ‘s eS ee eee ee 0 0 

« Niederschlag alkalisch behandeit  . 160 — 


Auch hier war der in physiologischer NaCl-Lésung nicht lisliche Anteil 
der Fraktion x nach dem Laugen der Haupttrager der Wirkung, der bei 
diesem gut wirksamen Serum bis auf 160 AR.-E., also weit iiber den der- 
zeitigen Titer des Serums hinaus ansteigt. Auch hier ist das in den Neutral- 
extrakten vorhandene AR. etwa soviel wie das in dem unverdanderten 
Serum gefundene. Der Befund bestatigt den vorhergehenden und beweist, 
daB die Wirkung der Laugenbehandlung keineswegs blo eine Sache der 
Lésung ist, denn das Serum lag ja als blanke Lésung vor, sondern dab 
eine spezifische Wirkung auftritt. Dieser Wirkung kénnte entweder eine 
Aktivierung inaktiver, aber noch léslicher Anteile der Proteine (chemisch 
oder kolloidchemisch gedacht) zugrunde liegen, oder aber die Beseitigung 
oder Zerst6rung irgendwelcher hemmenden Substanz. Da aber aus dem 
oben mitgeteilten Befund (S. 36) mit nativem Serum ohne jegliche 
Acetonfraktionierung eine jedenfalls nicht geringere Verstarkung sich 
ergab, mu man wohl der erstgenannten Erklarung den Vorzug geben. 
Eine Zerst6rung hemmender Substanz durch die verdiinnte, kiihle Lauge 
ist von vornherein weitgehend unwahrscheinlich. Das Ergebnis der Frak- 
tionierung laBt sich auch nicht in Einklang mit dieser Vorstellung bringen. 


' Diese Seren von geringer Wirksamkeit stammten von zwei Tieren, 
die offenbar trotz Auftreten der nekrotischen Injektionsstellen doch ziemlich 
refraktar gegeniiber Ricin waren, was auch aus der nicht normalen Gewichts- 
kurve wahrend des Immunisierens hervorgeht. 
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Durch eine HCl-Behandlung analog der Laugung erfahren fliissige 
Sera keime Anderung thres AR.-Gehaltes so wenig wie Trockensera. Wenn 
ein AR.-Serum in etwa n/100 HCl 20 Stunden in der Kalte steht. und ohne 
Neutralisierung mit Aceton gefallt wird, so enthalt das Neutralextrakt 
des Niederschlags nur geringe Mengen AR., z. B. 8 AR.-E.. d.h. etwa 
soviel wie das urspriingliche Serum. Wurde der unlésliche Niederschlag 
durch langere Behandlung in der Kalte in Lauge gelést. so wurden 16 bzw. 
12 Einh. gefunden. Wurden jedoch die Ansaétze vor der Acetonfallung 
neutralisiert, und die Auflésung mit verdiinnter Lauge vorgenommen, so 
ergaben sich 20 bzw. 17 AR.-E. Der Versuch zeigt, da das AR. durch dic 
HCl-Behandlung nicht aktiviert und auch nicht zerstért wird. Denn det 
Befund von 8 AR.-E. entspricht wieder dem Kontrollbefund, er beweist 
aber auch, daB es im Acetonniederschlag einen bestimmten Anteil AR. 
gibt, der erst durch Laugen aktiviert wird, gleichgiiltig, ob dieses am Nieder- 
schlag des gesamten Serums oder an dem neutral extrahierten Acetonnieder- 
schlag erfolgt. Die wirksame AR.-Substanz befindet sich in einer ganz 
bestimmten Fraktion. Bei den hier erwahnten schwachen Seren ist der 
aktivierbare Anteil gering, 12 bis 20 AR.-E. Bei besseren Seren ist er zum 
Teil sehr betrachtlich. 


Fraktionierung von Trockenserumextrakten. 

Kin alkalisch gewonnener Extrakt aus 0,5 g Trockenserum mit 3 cem 
NaCl und | cem n/10 Lauge nach 20 Stunden neutralisiert und auf 5 cem 
gebracht wurde fraktioniert. Der Ausgangsextrakt hatte 40 AR.-E. Beim 
Fraktionieren wurde erhalten: 





Acson | mm pbys. NaCl | eet ARSE. | ARR 
Fraktion @. .. . 63% unvollst. losl. () gegen 5 
‘ er ele 37% loslieh 0) 30 
- : ae ee 200°, loslich 0 0 
" a, Nieder- 
ais neutral unloslich 160 


Der abgeschleuderte Rest war hier betrachtlicher als in anderen Fallen, 
da weniger Lésungsmittel angewendet und bei dem Versuch die Verdiinnung 
des Originalserums nicht tiberschritten wurde. Er ist zum Teil in mehr 
NaCl-Lésung léslich. Der gesamte Rest enthielt 43,5 mg N, 0,5 g Trocken- 
serum entsprechend. Die Fraktion « alkalisch enthielt im ganzen 8,8 mg N, 
P war mengenmaBig geringer als «~, und « neutral enthielt nur sehr geringe 
Substanzmengen. Hier sind die Bedingungen gerade so getroffen, dab die 
Laugung den Hauptteil des AR.-Anteiles gelést hat, aber in einer Form, die 
mit 63°, Aceton wasserunléslich ausfallt und zum Lésen neue Lauge 
braucht. Fast die ganze aus dem Trockenserum erhaltene Wirksamkeit 
befindet sich in Fraktion-x-Niederschlag, eine relativ groBe Menge un- 
wirksamer Substanzen ist mit dem Riickstand entfernt, das AR. also 
weitgehend gereinigt. Bei einem zweiten Versuch an dem gleichen Serum 
mit anderen Bedingungen wurden 0.2 g¢ zuerst mit 20 cem Puffer, dann 
mit 20cem n/l00 HCl, zuletzt mit n/100 Lauge in gleichen Mengen be- 
handelt. Der letztgenannte Extrakt, der die zehnfache Verdiinnung des 
Originalserums hatte, wurde zum Fraktionierungsversuch verwendet. Er 
hatte 120 AR.-E., wahrend das durch kurzdauernde Behandlung erhaltene 
Neutralpufferextrakt ohne Wirkung war und auch nach dem Laugen keine 
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Wirkung zeigte. Ein zweiter alkalischer Extrakt nahm noch 40 AR.-E. 
auf. Die Fraktionierung des ersten Extraktes nach dem Neutralisieren in 
einer Verdiinnung, die dem Zehnfachen des Originalserums entspricht, 
geschah wie folgt: 





Lésl. u. unlésl. 


Acetonzusatz > _P 
0 eh ver er Be- AR.-E. Lislichkeit Rest alkal. 
as Midd . ne: See zeichnung | Heutral (neutral) behandelt entspricht 
0 gelést AR.-E. 
70 a 0 Spuren 20 etwa « 
15 b 0 t 80 , 
15 ¢ 10 fast vollst. 10 | 
20) d 5 vollstandig 0 Spuren 
60 e 0 pe 0 ) 
120 f (0) is 0) 
300 


Die neutralen Lésungen waren nach dem Abschleudern der ungelésten 
Anteile als blanke bis opake L6sungen abpipettiert worden. Die zweite 
Halfte der Lésungen wurde jeweils mit Lauge versetzt, und das Unldsliche 
dadurch in Lésung gebracht. Die starkere Verdiinnung in diesem Frak- 
tionierungsversuch verschiebt offenbar die Hauptantiricinmengen nach der 
Acetonfraktion / hin. Auch die Alkalibehandlung des Trockenserums 
scheint im Vergleich zum fliissigen Serum in diesem Sinne zu wirken. 

Aus diesen Versuchen folgt, daB kleine Anteile des AR. in den leichter 
léslichen, doch nach Fallung mit Aceton neutralléslichen Serumanteilen 
sich befinden, daf8 die Hauptmenge aber, die fiir die Wirksamkeit ausschlag- 
gebend ist. und die Erscheinung der Verstarkung beim Laugen ergibt, in 
dem leicht fallbaren durch Aceton unléslich werdenden Teil vorliegt. Der 
Unterschied in der Wirksamkeit der Kontrollésungen in den beiden letzten 
Versuchen besteht darin, dai im ersten nur wenig Flissigkeit (Volumen des 
Originalserums) angewandt wurde, wahrend im zweiten ein UberschuB an 
Lésungsmittel genommen wurde. Dieser Unterschied ist insofern interessant, 
als es im ersten Versuch gelingt, durch die Fallung mit Aceton und Laugung 
des Unléslichen im ganzen zu wesentlich héheren AR.-Mengen zu gelangen, 
als in der Ausgangslésung vorhanden waren (etwa 195 gegen 40 AR.-E.), im 
zweiten Falle etwa aber nur den Satz zu erreichen, der auch im ursprung- 
lichen alkalischen Extrakt enthalten war. Die absolute Menge Lauge auf 
Serum war im zweiten Falle wesentlich gréBer und kam in reichlicherer 
Menge des Léisungsmittels zur Wirkung. Bei dem Agglutinationsversuch 
waren natiirlich die Lésungen neutral und isoton. Offenbar ist in der an 
Protein reicheren Liésung das AR. nicht so vollstandig aktiviert, obwohl es 
ebenso vollstandig in Lisung gebracht wurde. In diesem Sinne kénnen auch 
die friiheren Versuche gedeutet werden. 


Man kann sagen, daB das in Form einer ,,Vorstufe’’ vorhandene AR. 


bei der Behandlung mit wenig Lauge in wenig Fliissigkeit zwar gelést, aber 
nicht vollstandig aktiviert wird. Die Aktivierung geschieht dagegen auf 
Zusatz von neuer Lauge zum Niederschlag der x-Fraktion. Im letzten 
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Beispiel war schon bei der ersten Laugung die Hauptmenge der Vorstuft 
aktiviert worden, so daB die Gesamtmenge von 120 Einh. bei der Kontrolle 
auch beim Laugen der einzelnen Fraktionen nicht mehr iiberschritten wurde. 


Fraktionierung von fliissigem Serum nach dem Laugen. 


Fliissiges Serum (55) wurde mit einer gleichen Menge n/10 Lauge 
24 Stunden kalt gestellt, mit n/10 Saure genau neutralisiert und hieraut 


die Fraktionierung mit Aceton durchgefiihrt. Der Niederschlag x wat 
ebentalls groBtenteils unléslich in physiologischer NaCl, / ging langsam., 
schnell in Lésung. Der abgeschleuderte Niederschlag von « wurde 


in n/20 Lauge behandelt, wobei er sich unvollstandig léste und nach 
dem Neutralisieren und Zentrifugieren eine opake Lésung ergab. Das 
Originalserum hatte 18 AR.-E. 





Auch hier ist die un- 


lésliche Fraktion % nach serie Nocnit NaOH 
dem Laugen der Haupt- oe 
tragerdes AR. Interessant r! eeceneei Ps 
ist, daB Pim Gegensatz zu sy -_ 8 6 


den fritheren Versuchen 

mehr AR. enthielt, ja sogar y noch eine geringe Menge, die aber durch noch- 
maliges Laugen nicht vermehrt werden kann. Diesen Befund wird man als 
Anzeichen dafiir deuten kénnen, daB beim Laugen eine Spaltung in ge- 
wissem Umfange eintritt, die einen Teil der wirksamen Substanz in die 
leichter lésliche Fraktion / iiberfiihrt, der ohne die stattgehabte, vorherige 
Laugung in der Fraktion « Niederschlag gefunden worden ware. Der 
Versuch paBbt zu dem Bilde, daB die Anwesenheit samtlicher Serumproteine 
die Wirkung der Lauge als Aktivator nicht so voll zur Geltung kommen 
laBt. Was aktiviert ist (), bleibt auch als solches bestehen, vermehrt sich 
jedoch nicht. « ware in diesem Versuch als der durch die vorherige 
Laugenbehandlung nicht abgebaute, noch normal reagierende Anteil 
aufzufassen. 

Im Zusammenhang hiermit ist von Interesse, daB v. Liebermann! 
dem Ricin saure Eigenschaften zuschreibt, weil es aus der Bindung an 
Blutkérperchen durch HCl befreit und wieder von neuem wirksam gemacht 
werden kann. Man kénnte vielleicht in Anlehnung an diese etwas einseitig 
chemische Vorstellung annehmen, daB die sauren und basischen Gruppen 
des AR.-Anteiles bei der Aufbewahrung sich gegenseitig abgesattigt haben, 
und der Vorgang der Reaktivierung beim Laugen darin besteht, daB saure 
Gruppen abgesattigt und basische Gruppen, die man dann als Trager des 
AR.-Bindungsvermégens auffassen miiBte, frei gemacht werden. Es wurde 
auch sehr oft beobachtet, daB beim Neutralisieren von Seren nach dem 
Laugen zum Neutralitatspunkt gegeniiber Lackmus etwas weniger als 
die berechnete Menge HCl gebraucht wurde. 


1 Arch. f. Hyg. 62, 277, 1907. 
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Normalsera. 


AuBer AR.-Seren wurden nun noch einige frische Normalseren gepriift. 
Die Normalseren stammten von Kaninchen, die seit einer vor Monaten 
vorgenommenen Oxalatgabe und nachfolgender Blutabnahme die ganze 
Zeit tiber normal gehalten und zu keinerlei Versuchen mehr herangezogen 
worden waren. Es wurden etwa l0cem Blut entnommen. Bei eintacher 
Laugenbehandlung der unverdiinnten Seren wurde in zwei Fallen eine 
Zunahme, in einem Falle, der von vornherein einen auffallend groBen 
AR.-Wert aufwies, keine Zunahme gefunden. Gleichzeitig wurde in den 
Versuchen die Dauer der Einwirkung der Lauge varuiiert. 


Kaninchen Nr. 34. 











Titer des Serums 6 AR.-E. Dauer AR.-E. 
Ansatz lecem Serum+1cem n/10 Lauge 10 Min. Zimmer 5—10 
a ~ =k. @ re e 2 Std. 40 
. 1 +1 , ‘a f 20) Kisschrank 40—50 
bg +2 , ‘ >.) Se 40—50 
Kaninchen Nr. 36. 
Titer des Serums 10 AR.-E. Dauer AR.-E. 
Ansatz lecem Serum+1cem n/10 Lauge 30 Minuten 20 
1 Pi ~ * - 1 Std. | 15 
- : as a ‘“ “ oe Kisschrank 5 
RS eae ay © rs pe aie es 4 24) 
Kaninchen Nr. 48. 
Titer des Serums 20 AR -E. Dauer AR.-F. 
Ansatz 1 ecem Serum+1ceem n/10 Lange 19 Minuten 20 
* ae +1 9 * Pa 1 Std. | 16 
a mts 2 +1, = “s 4, Kisschrank 20 
a aS © ea ae 20, | 25 


Es hat also den Anschein, als ob auch in Normalseren 6fters Substanzen 
enthalten seien, die durch Laugen iiber die bekannte. im allgemeinen sehr 
geringe AR.-Wirkung der Normalsera hinaus aktiviert werden. 

Eine Fraktionierung ergab bei Verwendung unverdiinnten Serums 
(Kaninchen Nr. 49) folgendes: 





Aus ein m Vergleich 
Neutrale Lisung Neutrale 


Lisung dieser Tabelle, Z. b. 
AR.-E. gelaugt eee oS 

mit Versuch Kaninchen 
. . r 2 Nr. 34, mt an schlie- 

wt ls 5 5 Nr. 34, m ul5 man chlic 
rai eee 0 bis Spur 0 Ben, dab die beim Laugen 
. 7 Windee. 0 0 im frischen Normalserum 

* a Nieder- . og 
schlag alkalisiert . 40 auftretenden —_ Aktivie- 


rungen von <AR.-Wir- 
kungen einer ganz bestimmten Fraktion der Proteine des Serums, nam- 
lich der bei den Acetonfallungen erhaltenen Fraktion x unldslich zu- 
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gewiesen werden mussen. Dieser Befund deckt sich vollstaéndig mit den 
ber den AR.-Seren. 

Auch der neutral lésliche AR.-Anteil von Fraktion x ist im Normal 
und Immunserum enthaiten. Seine Menge ist in beiden Fallen gering und 
zeigt gleiches Verhalten, namlich leichte Léslichkeit und Nichtaktivierbar 
keit durch Laugen. 

Hiernach scheint, in dieser Hinsicht wenigstens, nur ein quantitative: 
Unterschied gegeniiber Immunseren vorzuliegen. Bei der Immunisierung 
nimmt besonders der g-Anteil zu. Beim Aufbewahren des Immunserums 
bildet sich der [mmunkoérper zuriick in eine Zwischenstufe, die durch 
Laugenbehandlung aktiviert werden kann. In analoger Weise kénnte man 
sich den Riickgang der Antikérperwirkung in vivo einige Zeit nach det 
Immunisierung vorstellen. 


Kinwirkung verschiedener Chemikalien. 
Oxydierende Stoffe. 
1. Wasserstoffsuperoxyd. 

Die Versuche zur Einwirkung verschiedener Chemikalien wurden 
zuerst ebenfalls mit Trockenserum, und zwar dem durch Laugung ge- 
wonnenen wirksamen Extrakt, das neutral im Eisschrank aufbewahrt 
wurde, durchgefiihrt. Da die Erfahrungen mit der Laugebehandlung 
zunachst noch nicht vorlagen, muBten aus dem vorliegenden Material 
diejenigen Versuche mit fliissigem Serum wegbleiben, oder entsprechend 
gewertet werden, bei denen eine langer dauernde Laugung vielleicht AnlaB 
zu einer Aktivierung gegeben haben kénnte, die im Kontrollversuch nicht 
vorlag. Wasserstoffsuperox yd wiirde schon in geringsten Mengen durch die be- 
kannte O-Entbindung an Blutkérperchen den Agglutinationsversuch stéren, 
In einem besonderen Versuch wurde nachgewiesen, da durch die Aceton- 
fallungsmethode eine Entfernung von H,O,, das auf ein Normalserum 
24'Stunden eingewirkt hatte, méglich war. Die Agglutinationsprobe wird 
nicht gestért, und das zugesetzte Ricin auch nicht abgeschwacht, wodurch 
AR. hatte vorgetauscht werden kénnen. 

Ein Trockenserumextrakt wurde nach dem Umfallen und Schleudern 
in Kochsalz mit einer Spur Lauge zur glatten Lésung gebracht und wieder 
neutralisiert. Die Wirksamkeit betrug 40 AR.-E., wahrend die andere 
Halfte der Lésung, die in einer Konzentration von 4°,, H,O, 2 Tage kiih! 
gestanden war, nach dem Umfallen nur noch 20 AR.-E. aufwies. Ein 
anderer Trockenserumextrakt blieb 2 Tage in der Kalte bei neutraler Re- 
aktion mit H,O,stehen. Die Konzentration wurde in einem Versuch bei 5° 
in einem anderen bei 1,4°, H,O, gehalten. Nach dem Umfallen mit Aceton 
wurden beide Niederschlage in physiologischer Kochsalzlésung zu opaken 
Lésungen aufgenommen. Von den urspriinglich vorhandenen, etwa 60 AR.-E., 
waren bei der ersten Probe noch 33 AR.-E., bei der zweiten etwa 40 AR.-E. 
iibriggeblieben. Die Abnahmen bewegen sich also in maéBigen Grenzen. 

Ein fliissiges Serum wurde in schwach alkalischer Lésung mit 2° 
H,O, in der Kalte 2 Tage stehengelassen, dann neutralisiert, mit 3 Teilen 
Aceton gefallt, geschleudert und sogleich wieder gelést. Die Wirksamkeit 
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betrug 25 AR.-E. Die Kontrolle ohne jeden Zusatz hatte ebenfalls 25 AR.-E. 
Es ware moéglich, dai bei dieser Versuchsanordnung, die nach der Super- 
oxvdbehandlung getundene AR.-E.-Menge durch die Laugenbehandlung 
frei gemacht worden ware und trotzdem eine Zerst6rung eines Teiles des 
AR. stattgefunden hatte. Immerhin zeigt der Versuch, da® auch Jangere 
Einwirkung von H,O, in der WKialte bei schwach alkalischer Reaktion die 
Wirksamkeit nicht vollstandig zerstért hat. Eine gewisse abschwachende 
Wirkung des H,O, wurde bei zwei Seren gefunden, deren Wirksamkeit 
30 bzw. 20 AR.-E. betrug. Proben derselben standen 2 Tage kiihl mit 
einem gleichen Volumen von neutralisiertem, 15°,igem Superoxyd ohne 
Zusatz. Nach der Acetonfallung wurde die Starke der Lésung bei 20 bzw. 
8 AR.-E. gefunden. Es ist also auch hier eine Absechwachung maBigen 
Grades eingetreten. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, da Trockenserumextrakte wie auch 
Starke hei 
neutraler Reaktion keine Zerstérung, aber eine merkliche Abschwachung 
der AR.-Wirksamkeit erfahren. Es scheint bei den Trockenserumextrakten, 
die irmer an begleitenden Eiweifistoffen sind, diese Wirkung etwas starker 


) 


fliissige Seren bei einer Behandlung mit H,O, von 1 bis 8°, 


aufzutreten als bei den nativen. 

Salpetrige Sdure. Als weiteres Oxydationsmittel wurde salpetrige 
Saéure in Betracht gezogen. Dieses Reagens iibt auch in starker Verdiinnung 
noch eine zerst6érende Wirkung auf das Hamoglobin der Blutkérperchen 
aus. Hier geniigt die Entfernung des Salzes oder der Saéure durch die Aceton- 
fallung nicht, um Stérungen zu vermeiden. Die mit den EiweiBsubstanzen 
in Reaktion getretenen Mengen salpetriger Saéure wirken noch aut die 
Blutkérperchen ein. Schon stark verdiinnte Lésungen von Nitriten bei 
schwach saurer Reaktion bilden aus den EiweiSstoffen dunkel gefarbte, 
nur mittels Lauge wieder lésliche Verbindungen. Soweit die Einfliisse 
auf die Blutkérperchen eine Beurteilung der Versuchsergebnisse gestatten, 
kann gesagt werden, da eine volistandige Zerst6rung der AR.-Funktion 
nicht regelmaBig beobachtet wurde. Jedenfalls erzeugt die salpetrige Saure 
Umwandlungsprodukte, die infolge ihrer Unléslichkeit sich einer weiteren 
Priifung entziehen. 

2. Aldehyde. 

Formaldehyd, dessen Wirkung auf die Proteine im Sinne einer Methvle- 
nierung schon seit Blum, Schwarz! und anderen bekannt ist, mubte eine 
starke Verinderung im AR.-Serum zustande bringen. Es wird auch eine 
bei der Acetonfallung weiB und flockig ausfallende unlésliche Verbindung 
gebildet, die trotz des Umfiallens den Aldehyd hartnackig festhalt. Selbst 
in Lauge ist die Hanptmenge unléslich geworden. Der festgehaltene Form- 
aldehyd wird auch durch wiederholtes Waschen mit wasserigem Aceton 
nicht der Substanz entzogen. Das ist deshalb wichtig, weil festgestellt 
werden konnte, daB schon sehr kleine Mengen Formaldehyd die aggluti- 
nierende Wirkung des Ricins hemmen. Diese Beobachtung liegt in der 
{ichtung der bekannten Entgiftungswirkungen des Formaldehyds auf 
verschiedene ‘Toxine ?. 


1 FF. Blum, H.-S. 22, 127, 1896; “1. Schwarz, H.-S. 31, 460, 1900. 
2 8S. Schmidt, Zeitschr. f. Immunforsch. 78, 323, 1933; K. Ohya, ebenda 64, 
270, 1929; u.a. 
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Ricin wurde mit fallenden Mengen einer verdiinnten, neutralisierten 
Formollésung versetzt und die Agglutinationsprobe angestellt. In det 
ganzen Reihe bis zu 0,16 mg Formaldehyd herab wurde die Ricinagglutina 
tion verhindert. Vermutlich wird durch den aktiven Aldehyd die reagierende 
(:ruppe des Ricins gleich festgelegt. Dieser Befund ist von Wichtigkeit, 
weil selbst bei bestgereinigtem, mit Formaldehvd vorbehandeltem Serum- 
eiwei8 immer kleine Mengen des Aldehyds lose festgehalten werden und 
das Ricin blockieren, woraus auf die Anwesenheit von AR. infolge Aus- 
bleibens der Agglutination geschlossen werden kénnte. Bei einem Versuch 
wurde ein solcher Acetonniederschlag durch Uberleiten von Luft und lingeres 
Autbewahren im Vakuumexsikkator ausreichend von Formaldehyd_ betreit. 
Das geht aus dem positiven Ausfall der Agglutination hervor. Da aber 
ein. betrachtlicher Teil des Niederschlages unléslich geblieben war, und det 
lésliche Teil keinerlei AR. enthielt, ist ein Schlub, ob es sich um eine In 
aktivierung oder eine Unléslichmachung handelt, nicht zu ziehen. Das 
acetonige Filtrat enthalt nach dem Einengen und Aufnehmen in Wasser 
keine AR.-artig wirkende Substanz. 


Acetaldehyd. Im Gegensatz zu dem reaktiven Formaldehyd_ stért 
Acetaldehyd selbst in ziemlich betrachtlichen Mengen (2°,ige Lésung) die 
Agglutinationswirkung des Ricins nicht. La8t man /fliissiges Serum in 


geputterter Lésung mit geringen Mengen reinen Aldehyds stehen, und fallt 
mit Aceton um, so lést sich der Acetonniederschlag, der eine gelbliche 
Farbung angenommen hat, in physiologischem Kochsalz nicht auf. Erst 
bei Behandlung mit verdiinnter NaOH kann eine teilweise Lésung erzielt 
werden. Diese Lésung erwies sich als frei von AR., ebenso wurden aus 
iliissigen Seren mit verdiinntem Acetaldehyd unlésliche Acetonnieder- 
schlige erhalten, die ebentalls eine leicht rétliche Farbung aufwiesen, 
tihnlich wie sie langerstehender Acetaldehyd durch Selbstkondensation 
annimmt. Die exsikkatortrockene Substanz kann zum Teil in Lésung 
gebracht werden, was mittels der Sulfosalicyl-éurereaktion nachweisbar 
ist, jedoch ist die AR.-Wirksamkeit, die bei einer analog behandelten 
Kontrolle ohne Aldehydzusatz 40 AR.-E. betragt. auch hier verschwunden. 
Dieser Befund wurde mehrfach erhoben. Ein Trockenserumextrakt von 
80 AR.-E. wurde mit ein Viertel seines Volumens 1°,iger Acetaldehyd- 
l6sung in Puffer versetzt und kalt stehengelassen. Dieser Ansatz gibt bei 
der Acetonfallung einen weiBen Niederschlag. der zwar ebenfalls teilweise 
unléslich ist, dessen léslicher Teil aber doch nur wenig schwacher ist als die 
Ausgangslésung. Der unlésliche Teil der Fallung mit verdiinnter Lauge 
in Lésung gebracht, zeigte eine schwache Wirksamkeit, so dai das gesamte 
AR. in den Fraktionen wieder zum Vorschein kommt. Hier ist also vielleicht 
infolge der geringeren Beimengung von Serumprotein, vielleicht auch wegen 
der gréBeren Verdiinnung keine Bildung des unléslichen Niederschlages 
eingetreten. Die Wirksamkeit ist erhalten geblieben. 

Es wurde auch fliissiges Serum mit Acetaldehydlésung bei neutraler 
oder schwach alkalischer Reaktion einige Stunden im Brutschrank gehalten; 
auch dann tritt Bildung des nach der Acetonfallung unléslichen, bréaunlichen 
Niederschlages auf. Die wasserige Lésung hat jede AR.-Wirkung eingebiiBt. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, daB der Acetaldehyd ahnlich 
wie der Formaldehyd in starkerer Konzentration unlésliche Kondensations- 
produkte liefert, die das AR. mit einschlieBen. Da bei der Anwendung 
schwacherer Konzentrationen und solcher Extrakte, die weniger Protein 
enthalten, dieser unlésliche Niederschlag nicht entsteht und die AR._ 
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Wirksamkeit bestehen bleibt, liegt cme Eimwirkung des Aldehyds auf die 
reaktive Gruppe des AR. jedenfalls nicht vor. 


Andere Aldehyde. Auch Benzaldehyd in 10° iger Putterlésung stérte 
in verschiedenen Verditinnungen die Agglutinationsprobe nicht.  GréBere 
Mengen fiihren zu Haimolyse. LaBt man gepufferte Benzaldehydlésungen 
auf fliissiges Serum in Pufferlésung einwirken, so erhalt man bei der Aceton- 
fallung einen gr6Btenteils in Puffer unléslichen EiweiBkorper, dessen Lésung 
eine wenig abgeschwachte AR.-Wirksamkeit zeigt. Ein Versuch mit 
Trockenserumextrakt zeigte keine nennenswerten Unterschiede zwischen 
der mit Benzaldehyd behandelten Probe und der Kontrolle. In gleicher 
Weise hat Salicylaldehyd die Ricinagglutination nicht verhindert und keine 
nennenswerte Abschwaéchung hervorgerufen. Auch Furfurol hemmt die 
Agglutinationswirkung des Ricins nicht. Bei Eimwirkung von Serum in 
Putterldsung und Acetonfallung entsteht ein gréBtenteils léslicher Nieder- 
schlag, dessen Lésung annahernd das gesamte AR. enthalt. 

Bei den untersuchten héheren Aldehyden ist also eine Wirkung der 
Aldehydgruppe auf die wirksame Gruppierung des AR. nicht nachweisbar 
gewesen, ebensowenig beim Acetaldehyd. Stérend war die Bildung un- 
loslicher EiweiBkondensationsprodukte, besonders mit den niedrigen 
Aldehyden, die zim NiederreiBen und Unléslichwerden der wirksamen 
Substanz AnlaB gibt. Eine spezitische Wirkung der Aldehydgruppe liegt 
nicht vor. 

3. Reduzierende Stoftfe. 

An reduzierenden Stoffen kamen schweflige Sdure. Schivetelwasserstof} 
und Cystein zur Untersuchung. 

Schweflige Sdure. Kin Trockenserumextrakt von LOO AR.-E. in Puffer, 
unter Zusatz von saurem Puffer und Bisulfitl6sung wurde 24 Stunden 
kaltgestellt; nach der Acetonfallung wird ein nur teilweise léslicher Nieder- 
schlag erhalten. Der lésliche Anteil enthalt etwa 16 AR.-E., waihrend der 
durch Behandlung mit verdiinnter Lauge in Lésung gebrachte unlésliche 
Anteil 80 AR.-E. aufwies. In ahnlicher Weise wurde ein Trockenserum- 
extrakt in schwach saurer, gepufferter Lésung mit Bisulfit stehengelassen 
und nach dem Neutralisieren gefallt. Der lésliche Teil des Niederschlages 
war ohne AR.-Wirksamkeit und gewann auch durch Laugenbehandlung 
keine Wirkung. Der in etwa n/70 Lauge geléste Riickstand zeigte noch fast 
die ganze Wirkung von nahezu 80 AR.-E. 

Kine Einwirkung auf die wirksame Gruppierung des AR. findet durch 
die Einwirkung der schwefligen Saure unter den gewah!ten Bedingungen 
offenbar nicht statt. 

Schwefelwasserstof/. Wegen der Einwirkung voa Schwetelwasserstotf auf 
die Blutkérperchen mu H,S oder NagS vor Anstellen der Agglutination ent 
fernt werden. Trockenserumextrakt von 100 AR.-I. mit frisch gesattigtem 
Schwefelwasserstotfwasser bei Anwesenheit von Puffer kalt stehengelassen, 
wurde mit Aceton gefallt. 

Der Niederschlag war in neutralem Puffer nicht vollstandig léslich 
und wurde mit einer Spur Lauge aufzunehmen versucht, alsbald geschleudert 
und neutralisiert. Der Riickstand konnte durch langeres Stehen mit ver- 
diinnter Lauge gelést werden. Die erste Lésung enthielt 18, die zweite 
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33 AR.-E. Es war also nahezu die Halfte der Wirksamkeit verloren ge- 
gangen. Ein anderer Trockenserumextrakt wurde mit Schwefelnatrium- 
lésung, und so viel verdiunnter HCl, daB eben schwachsaure Reaktion auf 
trat, versetzt. Nach eintagigem Stehen im Eisschrank wurde mit Aceton 
gefallt und der lésliche Teil des Niederschlages unwirksam gefunden, wahrend 
der mit Lauge behandelte unlésliche Teil knapp 40 AR.-E. gegeniiber 80 
und 9) AR.-E. im unbehandelten Extrakt ergab. Durch die Schwefel- 
wasserstoffbehandlung wurden also in beiden Versuchen jeweils 40 bis 50° 
des AR. zerstért. 

Auch Frischserum reagiert in ahnlicher Weise. Einmal wurde es in 
gepufferter Lésung mit Ammonsulfid und einem kleinen UberschuB an HC! 
stehengelassen und gefallt. Der mit 80°, igem Aceton nochmals gewaschene 
Niederschlag war in physiologischer Kochsalzl6sung unléslich und wurde 
in verdiinnter Lauge zum Teil gelést. Diese Lésung war ohne Wirkung. 
Vermutlich ist ein Teil des AR. im Ungelésten geblieben. Bei einem anderen 
Frischserum wurde Schwefelwasserstoffwasser zur Einwirkung gebracht. 
Der Acetonniederschlag léste sich in Puffer auf. Die Wirksamkeit war 
von 40 auf 7 AR.-E. zuriickgegangen. In diesem Falle wurde auch die 
Acetonlésung eingeengt und gepriift. Sie zeigte keine AR.-Wirkung. Bei 
einem weiteren Serum wurde in einem Versuch der Schwefelwasserst off 
durch Liiften, im anderen mittels Acetonfallung entfernt. Die Starke der 
Lésung betrug im ersten Falle in zwei Versuchen 8 bis 10 AR.-E., im zweiten 
Falle 8 bis 9 AR.-E. 

Samtliche Versuche, bei denen Schwefelwasserstoff auf AR. einwirkte, 
ergaben also eine deutliche mehr oder weniger starke Abschwachung. 
Hier erwies sich auch in den Versuchen, bei denen ein ungeléster Riickstand 
gelaugt wurde, eine Wiederherstellung der Wirksamkeit als nicht méglich. 
In dem ungelést Gebliebenen diirfte die AR.-Komponente kaum enthalten 
sein, da bei einzelnen Versuchen auch eine vollstandig lésliche Fallung 
doch nicht mehr als etwa 20°, der Wirksamkeit aufwies. Man wird also 
schlieBen kénnen, da hier eine spezifische Schadigung der wirksamen Gruppe 
des AR.-Komplexes stattgefunden hat. 

Cystein. Als physiologische Reduktionssubstanz auf der Basis H,S 
wurde auch das Cystein untersucht. 

In analoger Weise wurde dasselbe, und zwar in der Form seines Hydro- 
chlorids, in pufferhaltiger Lésung mit Trockenserumextrakt und Frisch- 
seren iiber 20 bis 24 Stunden im Eisschrank angesetzt. 3 ccm eines Trocken- 
serumextraktes von 100 AR.-E. wurden mit 40 mg Cysteinhydrochlorid in 
Pufferlésung (insgesamt 7 ccm) angesetzt. Sowohl in stark saurer als in 
neutraler Lésung wurde ein Acetonniederschlag erhalten, dessen neutrale 
Lésung nunmehr 39 AR.-E. hatte. Der ungeléste Anteil hatte nach dem 
Laugen im ersten Falle nur noch 17, im zweiten etwa 40 AR.-E., so dai 
bei saurer Einwirkung ebenso wie beim Schwefelwasserstoff eine durch 
Laugen irreversible Abschwachung von 100 auf zusammen 60 AR.-E. ein- 
getreten war, bei der neutralen Probe eine geringere von etwa 79 AR.-E. 
Ein fliissiges Serum von 40 AR.-E. wurde der Einwirkung von Cystein 
auf Pufferl6sung bei saurer, neutraler und alkalischer Reaktion ausgesetzt. 
Der in physiologischem Kochsalz lésliche Anteil des Acetonniederschlages 
macht die Hauptmenge aus und hatte im Falle der sauren Reaktion keine 
Wirksamkeit mehr, in den beiden anderen Fallen war die Wirksamkeit auf 
7 AR.-E. zuriickgegangen. Bei diesem Versuch war eine Laugenbehand- 
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lung und Untersuchung der Ruckstaénde nicht vorgenommen worden. Fin 
anderes fliissiges Serum wurde unter Pufferung mit 0,7°, Cystein in 
starker- oder schwachsaurer Lésung behandelt. Die Wirksamkeit war in 
beiden Fallen von 40 auf 20 Einh. zuriickgegangen. 

Ein schwaches Serum von 22 AR.-E. wurde bei sechwach alkaliseher 
Reaktion mit und ohne Puffer kalt stehengelassen und ohne Aceton- 
fallung in verdiinnter Lésung angesetzt. In beiden Fallen wurden weniger 
als 10 AR.-E. gefunden. SchlieBlich wurde ein vollstandiger Versuch 
mit einem Trockenserumextrakt von 160 Einh. ausgefiihrt, bei dem auf 
4cem Extrakt 112mg Cysteinhydrochlorid nach Neutralisation und 
Pufferung, einmal bei schwach alkalischer Reaktion, einmal bei saurer 
Lésung, einwirkten. Im neutralen Extrakt der Acetonfallung, die nach 
dem Neutralisieren der L6sung vorgenommen wurde, befand sich kein AR. 
mehr. In der beim Laugen erhaltenen Losung der Niederschlage waren 
noch 80 AR.-E. enthalten. Ein Teil des Riickstandes war unléslich ge- 
blieben und erwies sich aus der Kristallform und dem Geruch beim Ver- 
brennen als Cystein. 

Die Wirkung des Cysteins beschrankt sich auf das AR. Etwa bei der 
Acetonfallung iibrigbleibende, kleine Mengen Cystein machen bei der 
Agglutination nichts aus, da, wie in besonderen Versuchen festgestellt 
wurde, selbst betrachtliche Mengen keinen stérenden EinfluB ausiiben. 
Nur wenn Cystein langere Zeit auf Ricin vor dem Zusatz der Blutkérperchen 
einwirkt, ist eme geringfigige Abschwaéchung und damit Vortaéuschung 
von AR. méglich. Bei den oben beschriebenen Versuchen ist also eine AR.- 
Vortaéuschung durch Cystein ausgeschlossen. 

Das Cvstein bringt also ebenso wie Schwefelwasserstoff bei AR. eine 
irreversible Verringerung der Wirkung zustande. 

Cyanwasserstoff. Wird eine gepufferte 5°,ige Cyankalilésung mit 
Trockenserumextrakt und HCl bis zur schwach sauren Reaktion angesetzt, 
so enthalt der neutrale Auszug des Acetonniedersthlages kein AR. Die 
Losung, die durch Auflésung des Riickstandes mit Lauge entsteht, enthalt 
noch 40 von urspriinglich 160 AR.-E. Ahniich wurde auch ein Frischserum 
von 40 AR.-E. beim Stehenlassen mit schwachsaurer Cyanidlésung, Aceton- 
behandlung und Auflésen des Acetonniederschlages durch einsttindige 
Behandlung mit alkalischem Puffer auf etwa 13 AR.-E. abgeschwacht. 
Die Fallung konnte nicht vollstandig gelést werden. Die Acetonlésung 
nach dem Einengen im Faustschen Trockenapparat verhinderte die Ricin- 
agglutination nicht. Kleinste Mengen Cvyankalium, wie sie bei der ge- 
schilderten Arbeitsweise in Frage kommen k6énnen, st6ren die Reaktion 
ebenfalls nicht. 

Zusammenfassung der Befunde. 

1. Getrocknete AR.-Sera verlieren beim sterilen Lagern in zugeschmol- 
zenen Réhren wahrend langerer Zeit allmahlich ihre Léslichkeit in physio- 
logischer NaCl-Lésung oder Puffer sowie ihre Wirksamkeit bis auf einen 
geringen Betrag. Durch Behandlung mit n/20 bis n 100 Lauge in physio 
logischer NaCl-Lésung in der Kilte wahrend etwa 20 Stunden wird abet 
die volle Aktivitat, die vordem in dem frisch hergestellten Trockenserum 
enthalten war, in den oder die Alkaliextrakte iiberfiihrt, ohne daB die 
Substanz vollstandig gelést wird. Es ist also eine Anreicherung des AR. 

4 . 
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auf diese Weise méglich. Priifungsmethode war die Hamagglutination 
in genau neutraler Lésung. 

2. Nicht nur Trockensera, auch native Immunsera, kiirzere ode 
langere Zeit steril aufbewahrt, lassen sich durch die gleiche Behandlung 
auf eine wesentlich héhere Stufe der Wirksamkeit bringen, woraus z1 
schlieBen ist, daB die Laugenwirkung auch bei Trockenseren nicht nur etwa 
auf einer Léslichmachung beruht, sondern eine besondere, eigenartig: 
Erscheinung von wahrscheinlich chemischer Natur darstellt. 

3. Sera oder Extrakte von Trockenseren lassen sich mittels 
fraktionierter Aceton- (bzw. Alkohol-) Fallung in verschiedene Fraktionen 
zerlegen. Mit der genannten Methode laBt sich der Nachweis erbringen 
dab die wirksame AR.-Substanz vorzugsweise in einer bestimmten, namlic} 
der zuerst ausfallenden Fraktion sich befindet, in der sie zunachst als 
unlésliche Substanz erhalten, durch die sogleich folgende Laugenbehandlung 
aber loslich und voll wirksam gemacht wird. Ein kleiner Teil der AR. 
Wirksamkeit ist bereits im Neutralextrakt der Trockensera und im Neutra!- 
extrakt der ersten Acetonfraktion léslich. Dieser Anteil wird durch Laugung 
nicht mehr verstarkt. 

4. Auch Normalsera, die, wie bekannt, cine geringe AR.-Wirksamkeit 
aufweisen, kénnen durch Laugenbehandlung zu einem geringen Grad in 
wechselndem Umfange aktiviert werden. Die Acetonfraktionierung zeigt 
auch hier das Vorhandensein kleiner Mengen Antiricin im neutralen Extrakt 
der ersten Acetonfallung. Die durch Laugen zu aktivierende Substanz 
befindet sich in der ersten Acetonfraktion, wie bei den Immunseren. 

5. Aus der Tatsache, da getrocknete und fliissige Immun- und fliissige 
Normalsera in durchaus vergleichbarer Weise reagieren, und die eine! 
Verstarkung fahige Substanz sich in derselben Fraktion findet, kann aut 
eine gleiche chemische Reaktion in diesen Fallen geschlossen werden. 

_ 6, Mit Lauge vorbehandeltes Immunserum gibt bei der Fraktionierung 
ahnliche Fraktionen, doch fallt auf, dafi das aktivierte Antiricin nicht meh: 
auf die erste Fraktion beschrankt ist. sondern auch in der zweiten und 
dritten Kraktion in geringeren Mengen auftritt. Es scheint also hierbe: 
ein Abbau mit der Aktivierung Hand in Hand zu gehen. 

7. Von oxydierenden Substanzen gibt Wasserstoffsuperoxyd ein: 
Abschwachung, jedoch keine Zerstérung des AR. Ebenso scheint salpetrig: 
Saure zu wirken, soweit die Storungen bei der Agglutinationsprobe Riick 
schhiisse gestatten. 

8. Aldehyde zeigen keine spezifische Reaktion auf die wirksame AR 
Gruppe. Die reaktiven niederen Glieder der Reihe geben zur Bildung un 
loslicher, das AR. mit einschlieBender Verbindungen Anlab. 

9. Von reduzierenden Substanzen ist schweflige Saure ohne charak 
teristische Wirkung. Schwefelwasserstoff und Cystein bringen eine irrever 
sible betrachtliche Verringerung der Wirksamkeit zustande. Ahnlich ist 
die Wirkung der Blausaure. 
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Im Zusammenhang ergibt sich also folgendes als wesentlich: 

Aus Trockenserumpulver la8t sich durch verdiinnte Lauge bei ent- 
sprechender Behandlung ein Extrakt gewianen, der volle AR.-Wirksamkeit 
hesitzt im Gegensatz zu sauren und Neutralsalzextrakten. Auch in fliissigen 
Immunseren wird durch Laugung und nachfolgendes Neutralisieren eine 
starke Vermehrung des AR. erzielt. Das spricht dafiir, daB die Immunsera 
neben aktivem Antikérper eine inaktive und aktivierbare .,Vorstufe” ent- 
halten. Fir die Annahme, daB es sich bei der Aktivierung um eine chemische 
EKinwirkung handelt, spricht auch die Feststellung, dal die Aktivierbarkeit 
vorwiegend an eine bestimmte Acetonfraktion des Serums gekniipft ist. 
In anderer Beziehung gelingt es, auf diesem Wege zu einer ziemlich weit- 
gehenden Reinigung des AR. zu kommen. 

Als neue Fragestellung ergibt sich das Problem, ob bei dem biologischen 
Vorgang der Jmmunisierung und Antitoxinproduktion inaktive Vorstufen 
in aktives Antitoxin umgewandelt werden. Dieser Zusammenhang wird 
durch die Beobachtung wahrscheinlich gemacht, dafs Normalserum bis zu 
einem gewissen Grade durch Lauge aktivierbar ist. 

Es sei darauf hingewiesen, dai} durch die Annahme einer Aktivierung 
von Vorstufen woh! auch die von Reuter aus diesem Laboratorium mit- 
geteilten Beobachtungen einer Verstarkung der AR.-Wirkung, z. B. beim 
Lagern von Trockenseren, bei der Elektrodialvse und bei Fermenteinwirkung 
ihre Erklarung finden kénnten. Man wird auch an Parallelen mit der Akti- 
vierbarkeit von Profermenten und an das Vorkommen ciner inaktiven 
Vorstufe des Kallikreins! im Serum denken. 

Die Versuche, durch Gruppenreaktionen etwas tiber die Konstitution 
des AR. zu erfahren, begegnen gewissen Schwierigkeiten, die durch das 
Milieu bedingt sind. Ganz allgemein kann ja immer eine Nichteinwirkung 
auf Antik6rper und abniiche Wirkungsstoffe dadurch zustande kommen, 
daB die EiweiBkérper die reagierenden Substanzen abfangen, wie z. B. in 
alten Versuchen von Jacoby Wasserstoffsuperoxyd vom begleitenden Eiweils 
abgefangen wurde. Umgekehrt kann ein Reagens so stark eingreifen, dab 
Zerstérungen eintreten, die nicht als spezifische Reaktionen gedeutet 
werden diurfen. Wirklich beweisend sind in dieser Hinsicht nur solche Ver- 
suche, bei denen man auf die Inaktivierung eine Reaktivierung folgen 
lassen kann?. Zieht man diese Umstande in Betracht, soist die Abschwachung 
durch H,O, wohl nicht eindeutig zu werten. Dagegen ist es immerhin be- 
merkenswert, daB eine spezifische Einwirkung vor. Aldehyden auf Antiricm 
nicht nachweisbar ist. Die Beobachtungen, das Schwefelwasserstoff, Cystem 
und Blauséure Antiricin inaktivieren, kénnen eine Grundlage fiir weitere 
Konstitutionsforschungen abgeben. 


' Frey u. Kraut u. Mitarbeiter, H.-S. 175, 17, 1928; 222. 73, 1933. 
* Val. die Arbeiten von M. Jacoby u. Mitarbeitern in dieser Zeitschrift. 














Die lyotrope Reihe bei der Quellung und ihre Ausbreitung 
auf organische, auch nicht ionisierende Substanzen’'. 


XII. Mitteilung: 

Einflu8 einer doppelten oder dreifachen Kohlenstoffbindung; EinfluB der 
Verzweigung einer aliphatischen Kohlenstoffkette auf die Quellung von 
Stirke (Kartoffelstirke). 

Von 
J.R. Katz und A. Weidinger. 

(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Amsterdam.) 


(Eingegangen am 29. Mdrz 1934.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


A. Einflu8 einer Doppelbindung oder einer dreifachen Bindung. 

Die Bestimmung der Verkleisterungstemperatur geschah nach der 
gleichen Methode wie in den anderen Verdffentlichungen dieser Reihe ?. 
Alle Versuche wurden wiederum bei einem py von 6,7 bis 6,8 untersucht ; 
Séuren wurden dazu mit NaOH neutralisiert. Die Konzentrationen 
sind wiederum molar angegeben worden. 

Es wurden jetzt folgende Substanzen, die eine Doppelbindung 
enthalten, mit den analogen Substanzen ohne Doppelbindung § ver- 
glichen: Allylalkohol—n-Propylalkohol ; Crotonalkohol—n-Butylalkohol ; 
akrylsaures Na—propionsaures Na ; crotonsaures Na—-n-buttersaures Na ; 
tiglinsaures Na (CH,—CH=C—COONa)—methylathylessigsaures Na; 
zimtsaures Na—-phenylpropionsaures Na. Ferner wurde eine Substanz 
mit zwei Doppelbindungen, das sorbinsaure Na (CH,—CH=CH—CH 

CH--COONa) untersucht und mit der analogen Verbindung ohne 
Doppelbindung (n-capronsaures Na) verglichen. Abb. la bringt die 
Ergebnisse. 

Uberdies wurden fumarsaures Na (trans) und maleinsaures Na (cis) 
mit bernsteinsaurem Na verglichen; die beiden ersteren enthalten eine 
Doppelbindung (Abb. 1b). Endlich wurden Substanzen mit einer drei- 
fachen Bindung mit den analogen Substanzen verglichen: propargyl- 
saures Na (CH=C—COONa)—n-propionsaures Na; phenylpropiolsaures 
Na | »>—C=C—COONa)—phenylpropionsaures Na. Abb. le 


bringt die Ergebnisse ; zum Vergleich sind auch die analogen Substanzen 


1 XI. Abhandlung dieser Reihe, diese Zeitschr. 268, 421, 1933. — 
2 Siehe fiir die ausfiihrliche Beschreibung ebenda 257, 387, 1933. 
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56 J. R. Katz u. A. Weidinger: 


mit einer doppelten Bindung eingezeichnet. Um deutlich anzuzeigen 
welche Substanzen zusammengehoren, wurde hinter jeder Verbindung 
die Anzahl ihrer Kohlenstoffatome zwischen Klammern angegeben. In 
dieser Weise war es mdéglich, dir 

TT) Anzahl Figuren wesentlich zu 


(Segoe ny °  -verkleinern. 


ie Bt Uberall erhéht eine Doppel- 

Pe sac as an hindung die quellungstérdernd: 
a Wirkung: eine dreifache Binduny 
a wirkt noch stdrker. Diese Tat- 


sache ist offenbar zu erklaren 





Tertrares Na-Buty/ 


a sultat durch die starkere Adsorption 
6 i } ; _ ‘ stanze ; lte 
£0 \.Wa-Lsobutylsulfah det Sub tanzen mit doppelte 

*n-Wa-Butylsulfat und dreifacher Bindung an det 
g}—_—_.___ |  j | | Oberflache der Starkemicelle. 
b 








B. EinfluB der Verzweigtheit 
einer aliphatischen Kohlenwasser- 
stoffkette. 


Na-lsobutyrat(¥C) | 
Na-Trimethy/- 
ceran{sc) 





In friheren Abhandlungen 
haben wir den Eindruck — be- 
kommen, da die quellungs- 
fordernde Wirkung mutatis mu- 
tandis um so kleiner ist, je kiirzet 
, die Kohlenwasserstoffkette ist! 
Darum haben wir jetzt noch ein- 
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Na-Metty!-Athylacetat(sC, pea *: ~ 
mo Me Walsovaleriat(sCh al systematisch untersucht, ob 
0 a a8 2 6 40 bei =verzweigten aliphatischen 
Abb. 2. Ketten tatsachlich diese Rege! 


Einflufi der Verzweigtheit einer alipha- 

tischen Kette. a bei Alkoholen. b bei den 

Natriumsalzen der schwefelsauren Ester 
dieser Alkohole. 


gilt. 

Es wurden verglichen: Iso- 
butylalkohol tertidrer Butyl- 
alkohol — n-Butylalkohol (Abb. 2a): die Natriumsalze der schwefelsauren 

- Alkyl 
Ester dieser Alkohole S=O (Abb. 2b): dann isobuttersaures 
ONa 


‘ Das galt besonders fiir aromatische Verbindungen: A-3-Naphthalin 
sulfonat wirkt starker als A-x-Naphthalinsulfonat, A-p-Diphenylsulfonat 
stérker als /-Naphthalinsulfonat, A-p-Triphenylsulfonat starker als K 
Phenanthrensulfonat und dieses starker als A-$-Anthracensulfonat. Siehe 

Abhandlung dieser Reihe. diese Zeitschr. 261, 15, 1933, bes. S. 19. 
Ferner bei den nicht aromatischen Verbindungen: Na-Hexahydrobenzoat 
wirkt weniger stark quellungsférdernd als die entsprechende Verbindung 
mit gerader Kohlenstoffkette, das Na-Heptylat (VII. Abhandiung diese1 
Reihe. diese Zeitschr. 261. 53, 1933. bes. Abb. 6). 
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Na mit n-buttersaurem Na: isovaleriansaures Na, methylathylessig- 
saures Na, trimethylessigsaures Na mit n-valeriansauremi Na (Abb. 2¢). 
Je stirker die Kette verzweigt ist, um so schwicher ist die quellungs- 
fordernde Wirkung ciner Verbindung. 

Leider fiihrt Frumkin! keine elektrokapillaren Versuche an tiber den 
KinflufB der Kettenverzweigung. Ein Vergleich ist daher nicht mdédglich. 
Auf diese empfindliche Liicke in unseren elektrokapillaren Erkenntnissen 
soll hier kurz hingewiesen werden, in der Hotfnung. daB dieselbe dann von 
anderer Seite bald ausgefiillt werden wird. 

Herr F. J. F. Miischter jr. hat einige dieser Versuche ausgefiihrt, wofiir 
wit ihm auch an dieser Stelle danken méchten. 


1 A. Frumkin, Coll. Svmp. Monogr. 7, 94, 1930. 














Beeinflussung der Gewebsatmung durch Harnstoff. 
Von 
Bruno Kisch. 
(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat 
Koln.) 
(Eingegangen am 29. Mdrz 1954.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die experimentellen Erfahrungen iiber biologische Wirkungen 
des Harnstoffs beim Saugetier sind sparlich. Bei den Selachiern, die 
einen hohen Harnstoffgehalt aller Organe! (2 bis 3°,) haben, liegen 
die bekannten Angaben Baglionis? vor, daB der Harnstoffgehalt der 
Nahrlésung zur Aufrechterhaltung einer normalen Herztatigkeit der 
Selachier nétig ist (bestatigt von H. Fiihner® und Bruno Kisch'), sowie 
Angaben wber die hamolysierende Wirkung blutisotonischer salzfreier 
Harnstofflésung bei Selachiern (Botazzi4, Roncato®). 

Bei Fréschen und Warmbliitern wird eine Steigerung der Reflex- 
erregbarkeit und eine langere Uberlebensdauer des Zentralnervensystems 
durch Zusatz von Harnstoff zur Ringerlésung angegeben®. Bekannt ist 
ferner die diuretische Wirkung des Harnstoffs, ohne daB ihr Mechanismus 
bisher befriedigend geklirt ware. Neuerdings wird von R. Keller? 
iiber die lebensverlangernde Wirkung von Harnstoffgaben bei hungern- 
den Ratten berichtet. 

Im Verlaufe der eigenen Untersuchungen tiber die spezifische Chemie 
der Gewebe wurde mit der Warburgschen Methode die Gewebsatmung 
verschiedener Siaugetierorgane vergleichsweise in normaler Ringer- 
losung (NR. = 0,9°%, NaCl, 0,023°, KCl, 0,024°, CaCl, 0,026°, 
NaHCO,, py — 7.4) geprift und gleichzeitig an Schnitten des gleichen 
Organs die Atmung in NR., der in verschieden hohen Konzentrationen 
Harnstoff zugesetzt war (py stets 7,4). 

Aus der groBen Zahl ausgefiihrter Einzelversuchsrethen gebe ich in der 
Abbildung nur die Statistik der Versuchsreihen wieder, in denen Schnitte 


' Umfangreiche vergleichende Untersuchungen mit der Nanthydrol- 
methode siehe diese Zeitsehr. 225, 197, 1930; dort auch altere Literatur. 
2 8. Baglioni, Centralbl. f. Phys. 19, Nr. 12, 1905; 20, 105, 1906; Hofm. 
Beitr. 8, 456, 1906; 9, 50, 1906; Zeitschr. f. allgem. Phys. 6, 71, 213, 481, 
1906; Mem. della soc. ital. delle Scienz. ILI. Ser., 19, 185, 1916; Arch. di 
fisiol. 8, 171, 1910. — * H. Fiihner, Zeitschr. f. allgem. Phys. 8, 485, 1908. — 
' F. Botazzi, Arch. di fisiol. 8, 495, 1906. — ® A. Roneato, Arch. di science. 
biol. 5, 44, 1924. — ® A. Fréhlich, Hdb. d. normalen u. pathol. Phys. 10, 
1026, 1927; A. Herlitzka, Arch. di fisiol. 6, 369, 1909; G. Viale, Arch. di 
fisiol. 8, 249, 571, 1910; 8, 537, 1910. 7 R, Keller, Med. Klin. 1934, Nr. 11. 
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des gleichen Gewebes gleichzeitig in NR. und in NR. mit den unter den 
Staben angegebenen Harnstoffkonzentrationen untersucht wurden. Mit 
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Absicht wurden auch hohe (m/5) Konzentrationen gepriift, da von Harnstoff, 
der in die Zellen leicht eindringt, Wirkungen im Sinne einer Hypertonie 
des Mediums weniger zu fiirchten waren. 














60 B. Kisch. 


Die eingeklammerten Zahlen geben die Zahl der Versuchsreihen an, 
die Zahlen iiber den Staében den aus ihnen ermittelten Qo,-Mittelwert. 

Vergleichsweise wurde frisch dem eben getéteten Tier entnommes und 
l'/, Stunden auf Eis gealtertes Gewebe untersucht. Die Retina wurde 
stets dem stundenlang nach der Enucleation auf Eis verwahrten, vor dem 
Versuch frisch eréffneten Bulbus entnommen. 


Ergebnisse. 

Im allgemeinen ist die Beeinflussung der Gewebsatmung durch 
alle verwendeten Harnstoffkonzentrationen nicht sehr hochgradig. 
Kine geringe Atmungssteigerung laBt sich jedoch durch gewisse niedere 
Harnstoffkonzentrationen bei allen Organen, die untersucht wurden, 
feststellen. 

Sek Niere von Ratte und Meerschweinchen ist die Atmungs- 
steigerung besonders deutlich, und bei frischem Organ optimal bei m_ 10, 
auch bei Zwerchfell ist sie deutlich, jedoch bei viel niedrigerer Konzen- 
tration (optimal m/100 bis m 1000). Auch die héchste (m5) Harnstoff- 
konzentration gab keine merkliche Atmungshemmung bei Niere, Leber, 
Zwerchfell. Eine deutliche Atmungshemmung wurde durch m5 Harn- 
stoffzusatz erzielt beim Rattenherzen und der Retina des Rindes, 
nicht aber bei Retina von Schwein und Schaf. 

Bei frischem Ratten- und Meerschweinchenherzen wurde Q,. 
optimal durch m 100 Harnstoff gesteigert. 

Die gewonnenen Ergebnisse lassen biologische Wirkungen des 
Harnstoffgehalts und auch nur mafbiger Steigerung der Harnstoffkonzen- 
tration im Blute als héchst wahrscheinlich vermuten. 











Zur Darstellung der 1-Sorbose. 
Von 
Kurt Maurer und Bruno Schiedt. 
(Aus dem chemischen Laboratorium der Universitat Jena.) 


(Eingegangen am 12. April 1934.) 


Der Ausbau der Zuckerchemie weist gelegentlich Liicken auf, 
wenn das Ausgangsmaterial nicht ganz leicht zu beschaffen ist. Von den 
Ketohexosen ist bisher nur die leicht zugingliche Fructose systematisch 
durchforscht worden, wahrend andere Ketosen nur oberflachlich bekannt 
sind. VerhaltnismaBig leicht darzustellen ist die l-Sorbose, seitdem 
der Sorbit als billiges Handelsprodukt zu haben ist. Die bakterielle 
Oxydation ist durch Bertrand (1) zuerst bekannt geworden, der die 
Sorbose 1896 auf biochemischem Wege darstellte. 

Seitdem sind nur sparliche Angaben tiber die Gewinnung dieses Zuckers 
gemacht worden. Zu nennen sind Untersuchungen von aA. v. Ekenstein (2), 
von Kiister und Schober (3) und neuerdings von H. H.Schlubach (4). Genaue 
Vorsehriften sind jedoch in keinem Falle zu finden, wir berichten deshalb 
iiber unsere Erfahrungen, die wir seit langerer Zeit gemacht haben. 

Die Darstellung der Sorbose hatte neuerdings besonderes Interesse, 
da sie konfigurativ das richtige Ausgangsmaterial zur Synthese des Vitamins C, 
der Ascorbinsaure, war. Wir haben kiirzlich aus Fructose tiber die 2-Keto- 
gluconsaure eine [soascorbinsaure (5) synthetisch gewonnen, die qualitativ 
die gleiche physiologische Wirkung (6) wie das (-Vitamin hatte. Nach 
dem gleichen Verfahren hat jiingst Reichstein (7) die Ascorbinséure aus 
Sorbose tiber die 2-Keto-l-gulonsaure aufgebaut. 

Zur Darstellung von Sorbose aus Sorbit (Sionon der |. G.) benutzten 
wir das Bacterium xylinum. Die kauflichen Kulturen sind meist auf 
Bierwiirze geziichtet und weigern sich zunachst hartnackig auf Hefe- 
wasser zu wachsen. Durch zwei- bis dreimaliges Umziichten von Hefe- 
wasser -+- Glycerin auf Hefewasser -+- Glucose (8), wodurch die Oxy- 
dationskraft erheblich gesteigert wird, erhalt man Kulturen, die zur 
Impfung der Oxydationsansiatze geeignet sind. Kin wesentlicher Faktor 
zum Gelingen der Oxydation ist nach unseren Erfahrungen die Auswah! 
der KulturgeféBe. Da die Schichtdicke der Lésung nur 2 cm betragen 
soll und gréBere Fliissigkeitsmengen unterzubringen sind, kommen nur 
flache Glasschalen in Frage. Solche aus anderem Material, also Emaille- 
schalen, oder solche aus PreBmassen scheiden aus, da in diesen die 
Bakterienhaut zwar kraftig ausgebildet wird, aber das Oxydations- 
vermégen sehr gering bleibt. Derartige unkontrollierbaren Einfliisse 
bei biochemischen Methoden sind bekannt: so spielt z. B. die Beschaffen- 
heit des Glases der KulturgefiBe bei der Darstellung der Kojisaure 
und der Glauconsaure (9) eine entscheidende Rolle. 














62 K. Maurer u. B. Schiedt: 


Um die Verdunstung der Kulturfliissigkeit zu verringern und In- 
fektionen zu vermeiden, bedeckt man die Schalen mit Glasscheiben. 
Trotzdem mu gelegentlich das verdunstete Wasser ersetzt werden. 
da bei zu groBer Konzentration an Sorbit die Bakterien ihre Tatigkeit 
einstellen. Auch fiir die Kontrolltitrationen mu stets das gleiche 
Volumen erhalten bleiben. Wir bauten deshalb in die Schalen ein 
Trichterrohr ein, das die erforderliche Menge Wasser direkt unter die 
jakterienhaut flieBen laBt. Die Menge des verdunsteten Wassers 
wurde jeweils durch Wagung der ganzen Schale bestimmt. 

Bisweilen siedeln sich auf der Bakteriendecke trotz eines Zusatzes 
von Kssigsdure (bis zu 0,5°%,) Schimmelpilze an. Ein Auftropfen von 
Eisessig, wie es Schlubach angibt (4), fiihrt nicht immer zu ihrer Ab- 
tétung. Besser ist es, die infizierten Stellen vorsichtig herauszuschneiden 
und zur Vernichtung eventueller verstaubter Poren mit etwas Eisessig 
nachzubehandeln. Auf diese Weise kann man die Bakteriendecke 
auch bei langer Oxydationsdauer frei von fremden Kolonien halten. 

Die Bildung der Sorbose wird durch Titration der Lésung nach 
Bertrand’ verfolgt. In den ersten Wochen werden jeweils 4 cem zur 





Bestimmung genommen, 
spater nur noch 2 ccm. KMn0O, Cu _— Sorbose 
ecm mg mg 


Zeit cem 
Die Titrationswerte 
eines Ansatzes zeigt neben- 


stehende Tabelle. Als Be- Nach 3 Tagen ‘|; 32 | A) 8 
. i : : Ms ( ‘ 4 5.0 81,8; 21 
ginn der Oxydation wurde eae ee 4 105 668 45 
der Zeitpunkt gewahit, zu ae ie 4 16.2 103.0 70 
dem die Ausbildung der oe 4 18.5 11176. 81 
Bakteriendecke — erreicht .~ a 4 21.0 133.6 93 
war. Ieemn/l0 KMnO, » 3 2 14,0 89,0 60 
6.357 mg Cu. ~ MOP s 2 15,3 97,0 66 

In der Schale waren » OO , 2 15,5 98,6 67 


900 cem einer 5°, igen 

Sorbitlésung; nach der Titration miissen darin 0,067 . 450 = 30,15 g Sor- 
bose enthalten sein. Bei der Aufarbeitung wurden 25g kristallisierter Sor- 
bose gewonnen. 

Die Ausbeuten sind naturgemaB wechselnd, da sowohl die ver- 
wendete Kultur als auch Einfliisse unbekannter Natur eine wesentliche 
Rolle spielen. Man kann im Durchschnitt mit einer Ausbeute von 50°, 
rechnen (bezogen auf angewendeten Sorbit), wenn sie auch bisweilen 
70°. erreicht. 

Fiir die Ansitze ergibt sich folgende Arbeitsweise : 

I. Bereitung der Kulturen. 100g Hefe werden mit 1000 cem Wasser 
verriihrt und die Mischung 30 Minuten gekocht, nach dem Erkalten wird 


1 Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod. Abt. I. Teil 5, S. 174, 
Aufl. 1922. 
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abzentrifugiert, das doppelte Volumen Wasser zugesetzt und die Lésung 
sterilisiert. Auf 60 cem einer 10° igen Lésung von Glycerin in Hefewasser 
iibertragt man einige Hautstiicke einer kauflichen Kultur von Bacterium 
xylinum!. Nach 2 bis 3 Wochen hat sich eine neue Haut gebildet, von der 
auf 10°,ige Glucose-Hefewasserlésung abgeimpft wird. Wenn diese Kultur 
gutes Wachstum zeigt, kann sie zur Irhpfung der Oxydationsansatze ver- 
wendet werden. 

II, Oxydation des Sorbits. In eine Glasschale (etwa 25 * 30 em) wird 
ein Trichterrohr eingepaBt, das von einer Ecke aus diagonal bis in die Mitte 
der Schale reicht und einen nach oben gerichteten AusfluB hat. Die Schale 
wird mit 5- bis 7°,iger Sorbit-Hefewasserlésung 2 cem hoch gefiillt, mit 
zehn bis zw6lf Hautstiicken der vorbereiteten Kultur geimpft, gewogen 
und mit einer Glasscheibe bedeckt bei 28 bis 30° im Brutschrank aufbewahrt. 
Alle 8 Tage werden 4ccm abpipettiert und nach Bertrand titriert. Die 
Schale wird vorsichtig aus dem Schrank genommen (die Bakterienhaut 
darf auf keinem Fall untersinken) und mit sterilem Wasser auf das urspriing- 
liche Gewicht gebracht. Gelegentlich auftretende Fremdinfektionen werden 
auf die schon geschilderte Weise entfernt. 

Wenn das Reduktionsvermégen der Lésung nach etwa 6 Wochen ein 
Maximum erreicht hat, wird die Bakterienhaut mit der Hand stark aus- 
gepreBt und die etwas triibe, leicht rétlich gefairbte Lésung mit Bleiacetat 
versetzt. Der Niederschlag ballt sich beim Schiitteln zusammen und JaBt 
sich dann leicht abfiltrieren. Das Filtrat wird mit H,S entbleit. vom 
PbS-Niederschlag abgesaugt und die nunmehr klare, farblose Lésung im 
Vakuum zum diinnen Sirup eingedampft, wobei spontan Kristallisation 
erfolgt. Der Kristallbrei wird mit Methanol verrieben und abgesaugt. 
Man erhalt schéne groBe rhombische Kristalle. Die Mutterlauge liefert 
beim Eindampfen eine weitere Kristallisation. Die so erhaltene Sorbose 
ist schon recht rein; [x], = — 42,49. Durch Umkristallisieren aus siedendem 
Methanol erhalt man besonders groBe Kristalle. Schmelzpunkt: 162°. 


Literatur. 


1) Bull. Soc. chim. 15, 627, 1896. — 2) Rec. trav. chim. Pay Bas 19, 
1, 1899. — 3) Zeitschr. f. physiol. Chem. 141, 129, 1924. 4) Ber. 66, 1251, 
1933. — 5) Ber. 66, 1054, 1933. — 6) Dalmer u. Moll, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 222, 116, 1933. 7) Helv. 17, 311, 1934. 8) Bernhauer, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 177, 110, 1928. 9) N. Wijkman, Ann. 485, 61, 1931. 


1 Zu beziehen vom Institut fiir Garungsgewerbe, Berlin N 65, Seestr. 13. 














Folliculin und Pflanzen. 


Versuche an Hyacinthen und an Hefe. 
Von 
Hans y. Euler und Bernhard Zondek. 
(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Eingegangen am 28, Mdrz 1954.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Unsere Kenntnisse iiber die in die Entwicklung der Pflanzen ein- 
greifenden Katalysatoren wurden zunachst durch die Beobachtungen 
von Boysen-Jensen', in den letzten Jahren besonders durch die Unter- 
suchungen von Went? und Aégl* iiber den von ihnen isolierten und che- 
misch eingehend charakterisierten Zellstreckungsfaktor, das Au.zin, 
wesentlich erweitert. Adégl stellt das Auxin als ,,Phytohormon™ den 
,Zoohormonen* gegeniiber. Ganz verschieden von diesem Zell- 
streckungsfaktor ist eine oft als Wuchsstoff bezeichnete Substanz, die 
nach Wildiers ,,Bios** genannt wird*: sie beschleunigt bei der Hefe 
und anderen Mikroorganismen die Vermehrung der Zellen bzw. die Zell- 
teilung. Auch diese wasserlésliche Substanz oder dieser Komplex von 
Substanzen ist zu den Phytohormonen zu rechnen. 

Als Reprasentant einer dritten Gruppe reiht sich hier nach den 
Befunden von Loewe, Lange und Spohr®, von Dohrn und Mitarbeitern®, 
von Dingemanse und Laqueur? u.a. das Folliculin an; auBer durch den 
Tierversuch® ist der Nachweis dieses Hormons auch spektrophoto- 
metrisch gefiihrt worden’. Nachdem Folliculin somit in verschiedenen 
Pflanzenorganen nachgewiesen war, hat Butenandt' dasselbe aus Prel}- 
riickstaénden von Palmkernen isoliert und die pflanzlichen ,,Tokokinine* 


' Boysen-J ensen, Ber. d. Deutsch. bot. Ges. 28, 118, 1910. —?F. A.F.C. 
Went, Rec. Trav. bot. néerl. 25, 1928; Naturw. 21, 1, 1933. — * Kégl u. 
Haagen-Smit, Proc. K. Akad. van Weetensch. Amsterdam 34, 10, 1931. 

4 Vgl. die Literaturzusammenstellung von Tanner, Chem. Rev. 1, 397, 
1925; Uber die Identitaét von Bios und Faktor Z siehe Euler u. Larsson, 
Zeitsehr. f. physiol. Chem. 228, 189, 1934 (vgl. auch F’. Kégl, Zeitschr. t. 


Krebsforsch. 40, 203, 1934). — ° Loewe, Lange u. Spohr, Wiener Sitz.-Ber.. 
Math.-nat. KI. 1926, S. 167. ® Dohrn u. Mitarbeiter, Med. Klin. 1926, 
Nr. 37. — 7 Dingemanse u. Laqueur, Arch. néerl. physiol. 14, 271, 1929. 


8 Bestatigung dieser Befunde iiber ,,Tokokinine™ liegen vor von Fellner 
(Med. Klin. 1926, Nr. 49, S. 1886) und von B.S. Walker u. J.C. Janny 
Endocrinology 14, 389, 1930). ® Kuler, Hellstrém, Pulki u. Burstrém., 
Sv. Vet. Akad. Arkiv f. kemi 1138, Nr. 5, 1932. !° Butenandt, Zeitschr. ft. 
physiol. Chem. 218, 104, 1933. Siehe auch SkarZynk7, Bull. Acad. Pol. Sei. B. 
1933, 8. 347, der Folliculinhydrat aus weiblichen Weidenbliiten isoliert hat. 
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oder ,,Thelykinine’ mit dem z-Folliculin identisch befunden. Uber 
Wachstumswirkungen von z-Folliculin an Pflanzen liegen zwar in der 
Literatur Versuche vor; dieselben haben aber noch zu keinen ein- 
deutigen und sicher reproduzierbaren Ergebnissen gefiihrt. Die Annahme 
liegt nahe, daB Folliculin ebenso wie Auxin und Bios an spezifischen 
Entwicklungsvorgaingen der Pflanzen beteiligt ist, und man kann ver- 
muten, daB es sich auch bei Pflanzen um die Auslésung von Sexual- 
vorgaingen handelt. Dariiber ist aber bis jetzt noch kein exakter Nach- 
weis gefiihrt worden. 


Vor etwa 2 Jahren haben Schoeller und Goebel! Versuche beschrieben, 
nach welchen Hyacinthenzwiebel in Loésungen von technischem Progynon 
friiher zur Entwicklung der Bliite kommen als Zwiebel in Parallelversuchen, 
in denen das Progynon nicht zugesetzt war. Eine bald daraut schon vor 
dem Erscheinen einer zweiten Mitteilung von Schoeller und Goebel in 
diesem Institut von D. Burstrém hbegonnene Untersuchung, durch welche die 
spezifische Wirkung des Folliculins an Hyacinthen ermittelt werden sollte, 
ergab aber schon bei der Wiederholung der Schoellerschen Grundversuche 
negative Resultate, insofern eine schnellere Entwicklung der Pflanzen oder 
der Bliten durch Zugabe von Folliculin zur Nahrlésung nicht eintrat. In 
ihrer zweiten Mitteilung haben Schoeller und Goebel? das Resultat eines auf 
ihre Veranlassung von H. Noack ausgetiihrten Versuchs angegeben, daB die 
von ihnen verwendete Lésung technischen Progynons auxinhaltig ist, und 
daB dem reinen Follikelhormon eine phototrope oder geotrope Wirkung 
nicht zukommt. Das technische Progynon eignet sich also nicht zu Studien 
iiber Folliculinwirkungen. Immerhin glauben Schoeller und Goebel aut Grund 
ihrer Versuche annehmen zu diirfen, daB es das Follikelhormon ist, welches 
auch in den Versuchsreihen ihrer ersten Mitteilung die schnellere Entwicklung 
der Bliiten veranlaBt hat. 

Die genannte Untersuchung ist dann von H. Goebel? noch in ver- 
schiedener Hinsicht erweitert worden. besonders durch Ausdehnung der 
Versuche auf verschiedene Pflanzen, darunter Calla aethiopica, ferner 
Mais, Maigléckchen, Orchideen, Tomaten und andere. Goebel hat bei seinen 
Versuchen ganz auBerordentlich starke Effekte dureh  Folliculindosen 
erzielt, und zwar auch mit kristallisiertem Folliculin, wobei Jede Pflanze 
pro Woche 200 bis L000 ME. des Hormons erhielt. Bei den 'Tomatenversuchen 
beobachtete Goebel zunachst ein friiheres Bliihen der behandelten Pflanzen 
und eine dementsprechend frithere Fruchtbildung, spiater stellte er fest, 
daB mehr und gréBere Friichte geerntet wurden, ,,selbst dann noch, wenn 
das Hormon mit einer Naéhrlésung zusammen gegeben wurde und als Ver- 
gleich eine Nahrsalzkontrolle eingeschaltet wurde.** Negative Ergebnisse an 
Pflanzen mit Folliculin erwahnten kiirzlich Virtanen und S. v. Hausen?. 

Aus neuester Zeit liegen zwei Untersuchungen tiber die Einwirkung 
von Folliculin auf Pflanzen vor. Scharrer und Schropp® priifen die Ein- 
wirkung vom technischen Progynon auf Weizen, Gerste, Hafer und Mais 


! Schoeller u. Goebel, diese Zeitschr. 240, 1, 1931. = Dieselben, eben- 
da 251, 223, 1932. 3 (ioebel, Arch. d. Pharm. u. Ber. d. Deutsch. pharm. 
Ges. 271, 552, 1933. — 4 Virtanen u. S. v. Hausen, Nature 182, 408, 1933. 


— 5 Scharrer u. Schropp, Zeitschr. f. Pflanzenernaéhrung 18, 1, 1934. 
Siehe auch Wasicky, Biol. generales (Wien) 9, 3. Jhrg., 331, 1933. 
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und Erbsen in Kulturversuchen und finden eine Wachstumsbeschleuniguny 
(gréBere Héhenentwicklung) und gréBeren Ertrag. Da, wie sie selbst erkannt 
haben, ihr technisches Progynon Auxin enthalt, kénnen thre Versuche tibe1 
die spezifischen Wirkungen des Folliculins nichts aussagen. 

Kine zweite Mitteilung iiber den EintluB von Wuchsstoffen auf den 
Pflanzenwuchs von Lemmermann und Behrens bezieht sich auf vergleichend 
Diingungsversuche mit Harnstoff allein, Harnstoff + wechselnde Mengen 
Progynon und Harn. .,Als vorlautiges Ergebnis** — schreiben die genannten 
Autoren laBt sich aus unseren bisherigen Versuchen nur das ableiten, 
daB das Progynon keine sichergestellte Wirkung auf Hafer auszuiiben 
vermochte, wenn es in der angegebenen Menge neben Harnstoff in natiir- 
lichem Boden angewandt wurde. 


Den oben erwahnten Befunden von Schoeller und Goebel stehen 
auber den Ergebnissen der beiden letztgenannten Arbeiten die Er- 
fahrungen dieses Instituts gegeniiber, welche in das Jahr 1932 zuriick- 
reichen. Bei den von D. Burstrém ausgefiihrten Versuchsreihen mit 
Hyacinthen hatten wir genau in der von Schoeller angegebenen Weise 
gearbeitet und den einzelnen Zwiebeln (vier Versuche) auch die gleichen 
Folliculinmengen gegeben wie Schoeller, nimlich je 200 ME. pro Woche?. 
Bei diesen Versuchen hat sich der von Schoeller beschriebene Unterschied 
in der Entwicklung der mit Folliculin und ohne Folliculin gewachsenen 
Hyacinthen nicht gezeigt, vielmehr war die mittlere Entwicklung der 
Versuchs- und der Kontrollpflanzen die gleiche. 

Nun sind in letzter Zeit sowohl iiber Auxin und Bios als itiber 
Folliculin neue, fiir die Beurteilung ihrer biologischen Rolle wesentliche 
Tatsachen gefunden worden. DemgemaB war bei unseren neuen Ver- 
suchen mit Hyacinthen unsere Fragestellung auch eine andere als friiher. 
Die von Schoeller und Goebel beobachteten Effekte sind physiologisch 
und chemisch sehr komplizierte Erscheinungskomplexe. Ob und unter 
welchen Umstainden die beobachteten Entwicklungsbeschleunigungen 
sich reproduzieren lassen, hat einstweilen tiberwiegend pflanzenbio- 
logisches Interesse. Vom biologischen und biochemischen Standpunkt 
aus erschien es uns zuniachst notwendig, systematische Untersuchungen 
iiber das Schicksal des Hormons bei Pflanzen zu machen, denen zur 
Nahrlésung reines Folliculin zugesetzt wird. 


I. Weitere Versuche mit Hyacinthen. 

Es wurden zwei neue Versuchsreihen mit je sechs Hyacinthen durch- 
gefiihrt, wobei jede Zwiebel sich in einem besonderen Zylinder befand, in 
dem sich die Wurzeln in 400 cem Lésung ent wickeln konnten. Diese L6sungen 
wurden einmal pro Woche erneuert. 


1 Lemmermann u. Behrens, Zeitschr. f. Pflanzenernéhrung 18, 9, 1934. 
- * Kristallisiertes reinstes Folliculin, Standard-Préiparat des Medical 
Research Council, Dep. of Biolog. Standards. 
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Die Pflanzen entwickelten sich zuerst 3 Wochen im Dunkeln bei 10 
bis 12°, wurden dann bei Zimmertemperatur etwa 20° 2 Wochen im 
Dunkeln stehengelassen und erst dann bei der gleichen Temperatur ans 
Licht gestellt. Jetzt wurde Follikelhormon zur Naéhrlésung hinzugesetzt 
und zwar kristallisiertes Hormon (x-Hormon, Wirksamkeit | ME. 0,1 +). 
Das Praparat wurde von uns selbst vor dem Versuch ausgewertet.  Damit 
das Folliculin nicht ausfallt, wurde es in wasserigem Aceton autgenommen, 
in Alkali gelést. Wir haben uns davon tiberzeugt, daB bei der Verdiinnung 
nichts ausgefallen ist. Die angewandten Folliculinl6ésungen waren meist 
nicht konzentrierter als der L6slichkeit des reinen Folliculins in Wasser 
entspricht. 

1. Versuchsreihe. Jede Zwiebel erhalt pro 400 ccm Wasser 200 7 
Follikelhormon 2000 ME. = Da in 5 Wochen die Nahrlésung fiinfmal 


gewechselt wird, standen jeder Pflanze im ganzen 5. 2000 = LOOUO ME. 


(1000 7) Folliculin zur Verfiigung. 








Kontrollen Versuche (Folliculin) 
Abb. 1. 


In der 5. Versuchswoche hatten die Hyacinthen sich so entwickelt, 
wie dies aus der Abb. 1 ersichtlich ist. Die Entwicklung war ziemlich 
ungleichmaBig, ein deutlicher Unterschied zwischen den mit Folliculin 
behandelten Versuchspflanzen und den Kontrollpflanzen (ohne 
Folliculin) konnte nicht festgestellt werden. Bei diesen groben 
Folliculindosen zeigten die Versuchspflanzen sicher keine schnellere 
Entwicklung als die Kontrollpflanzen, eher eine langsamere. Ebenso- 
wenig war bei ersteren eine friihzeitigere Bliitenentwicklung wahr- 
zunehmen. 

2. Versuchsreihe. Dieselbe wurde ganz ahnlich der ersten Versuchs- 
reihe durchgefiihrt, nur war hier der Folliculingehalt zehnmal geringer. 
Jedem Hyacinthenglas wurden 200 ME. Folliculin zugefiigt, entsprechend 
der Konzentration, die auch Schoeller und Goebel in ihren Versuchen 
angewandt haben. Diese ganze Serie kam verhaltnismaBig zeitig zur 


5* 
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Bliite. Dieselbe war, wie Abb. 2 zeigt, bei den Folliculinversuchen 
und bei den Kontrollversuchen nicht verschieden. 

Nach diesem negativen Ergebnis haben wir uns gefragt, ob das 
Folliculin in der Nahrlésung bei den Pflanzen iiberhaupt zur Wirkung 
kommt. Wir priiften deshalb, ob der Folliculingehalt des Wassers 








Kontrollen Versuche (Folliculin) 
Abb. 2. 


nach Berithrung mit den Wurzeln sich geaindert hatte. Dies war in der 
Tat der Fall, wie aus den folgenden Analysen hervorgeht. 

Die Gesamtfliissigkeit von vier Lésungen der ersten Versuchsgruppe 
(9. bis 16. XII.) = etwa 1600 cem wurde auf 200 cem eingeengt. Da dem 
Hyacinthenwasser im ganzen 8000 ME. Folliculin zugesetzt waren, muBte 
1 cem Hyacinthenwasser 40 ME. Folliculin enthalten. Zur Kontrolle wurden 
1600 cem Wasser mit 8000 ME. Folliculin auf 200 cem eingeengt. Die 
biologische Priifung ergab pro cem: 





40 ME, 30 ME, 20 ME. 10 ME. 
Kontrolldsung . . . . positiv positiv positiv positiv 


Hyacinthenwasser . . negativ negativ negativ negativ 


Die Untersuchungen zeigen, daB im Verlaufe einer Woche min- 


destens 75°, des zugesetzten Folliculins im Hyacinthenwasser_ ver- 


schwunden waren. 


Wahrend der zweiten Versuchswoche waren die gleichen Pflanzen 
wieder mit 2000 ME. Folliculin in Berithrung. Am Ende der Versuchs- 
woche wurden die vier Lésungen wieder gesammelt, auf 200 cem eingeengt 
und biologisch gepriift. Es zeigte sich wieder dasselbe Ergebnis, d.h. es 
waren mindestens 75°, des angewandten Folliculins verschwunden. Von 
den iibrigen 25°, waren 12,5°, wahrscheinlich, 2,5°, sicher vorhanden. 
Ebenso wurden die in der dritten und vierten Versuchswoche verwendeten 
Folliculinlésungen auf ihren Hormongehalt gepriift. In diesen Blumen- 
wassern waren wiederum 75°, verschwunden, von den iibrigen 25°, waren 
12,5°, noch nachweisbar. 

Die Versuche ergeben, daB Folliculin aus dem Ndhrwasser lebender 


Hyacinthen in verhaltnismapig kurzer Zeit zum gropten Teil ver- 
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schwindet!, Daraus konnte gefolgert werden, daB die Pflanze das Hormon 
verwertet. Um iiber das weitere Schicksal des Hormons AufschluB 
zu erhalten, haben wir die Hyacinthen, nachdem sie 5 Wochen lang 
mit 10000 ME. Folliculin in’ Beriihrung waren, auf ihren Folliculin- 
gehalt untersucht. Die Pflanze wurde in drei Teile geteilt. 

a) Wurzel, b) Zwiebel und ¢) der obere Teil Blatter, Schaft und 
Bliite. Die 3 Teile wurden getrennt analysiert. 

Die genannten Pflanzenteile wurden zuniachst fein zerschnitten und 
zweimal bei Zimmertemperatur mehrere Tage mit Aceton extrahiert. Das 
Aceton wurde abgedampft und der Riickstand mit absolutem Alkohol 
extrahiert (A). Nach der Behandlung mit Aceton wurde aus den Pflanzen- 
teilen Trockenpulver hergestellt und diese 12 Stunden mit absolutem 
Alkohol im Sowhlet-Apparat extrahiert. Der Alkohol wurde mit Lésung A 
vereinigt, abgedunstet und der Rest in O] aufgelést. Dieses wurde zur 
biologischen Priifung bei kastrierten Mausen verwandt. 

Wir fanden in der Pflanze: 

a) Wurzel, 50 ME. negativ Se ee cr | ME. pos. 
Le |) a en eee ee 
c) Blatter und Schaft mit Bliite l 

Die Untersuchungen fiihrten zu dem iiberraschendn Ergebnis, dap 
in der Hyacinthe selbst Folliculin nicht gefunden werden konnte.  Selbst 
wenn durch die Extraktion nicht das gesamte Folliculin erfaBt wurde 


es bilden sich schleimartige Massen —, so war der Unterschied 
zwischen zugesetztem  Folliculin = 10000 ME. und dem _— wieder- 
gefundenen Folliculin 1 ME. so gewaltig, dab eine weitgehendste 


Inaktivierung des Folliculins in der Pflanze angenommen werden 
muBte. 

Die Inaktivierung des Folliculins geht, wie aus den folgenden Ver- 
suchen ersichtlich, in der Wurzel der Pflanze vor sich. 


Versuch 1. 2g Hyacinthenwurzel wurden zerkleinert und in 20 cem 
Phosphat pufferlésung (pu 5.44) gelegt unter Zusatz von 40 7 (= 400 ME.) 
Folliculin (gelést in n/100 NaOH). Die Gesamtmischung zeigte jetzt eine 
Aziditat von pu 5,52. Sie wurde 5 Stunden bei 37° im Thermostaten 
geschiittelt.. Hiernach wurde die Reaktionsmischung erst kalt mit Aceton, 
dann das getrocknete Wurzelpulver 12 Stunden im Sowhlet mit absolutem 
Alkohol extrahiert und die restierenden Gesamtlipoide in 10 cem Ol auf- 


! Schoeller und Goebel haben bereits angegeben, daB aus dem Hya- 


cinthenwasser ein Teil des Folliculins verschwindet. 

Es zeigt sich, daB der urspriingliche Wert der Lésung, der sich auf 
1 ME. in 1,7 cem berechnet, nicht mehr enthalten ist, sondern daB erst bei 
der Injektion des doppelten Quantums eine schwach positive Reaktion 
auftritt. Die Lésung enthalt also nur noch weniger als die Halfte der ur- 
spriinglichen Hormonmenge.** 

In derselben Weise haben Schoeller und Goebel auch die Resorption 
des Progynons aus Ansatzen mit 200 ME. pro Glas gepriift. Auch hier 
zeigte sich, daB stets tiber die Halfte des Hormons verbraucht war. 
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genommen. Leem Ol miiBte 40 ME. Folliculin enthalten. Die Priifung 
auf 20 ME. fiel aber noch negativ aus, hingegen waren 10 ME. Follieulin 
pro cem nachweisbar. 

In zwei weiteren gleichartigen Versuchen wurden durch je 2 g 
Hyacinthenwurzeln je 45 ME. inaktiviert. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, daB durch 2 g zerkleinerte Hya- 
cinthenwurzel mindestens 20 y Folliculin inaktiviert wurden. 

Dieser Versuch wurde wiederholt unter Verkiirzung der Reaktions- 
zeit auf 3 Stunden. Hierbei ergab sich ein Verlust des Folliculins von 
40 bis 50° Bei Zimmertemperatur ist die Inaktivierung wesentlich 
geringer, nach mehrtagiger Reaktionszeit belief sich der Hormonverlust 


nur auf 25%. 

Da der stoffliche Austausch der Wurzel mit Nahrlésungen zum 
groBten Teil an den Wurzelspitzen erfolgt, haben wir zu zwei weiteren 
Versuchen nur die Wurzelspitzen verwandt. Wahrend bei 24stiindiger 
Kinwirkung bei Zimmertemperatur die Inaktivierung des  Folliculins 
nicht eintrat, fanden wir bei 37° und 24stiindiger Reaktionszeit einen 
positiven Effekt. 

3g fein zerschnittene Wurzelspitzen + 20cem Phosphatpufferlésung 

0.5 cem Folliculin 400 ME. Aziditat der Mischung = 5,52. Extraktion 
wie oben angegeben, zuerst bei Zimmertemperatur mit Aceton, dann 
10 Stunden im Sowh/et-Apparat mit absolutem Alkohol. Oie restierenden 
Lipoide werden in 10 cem O! aufgenommen. 1 cem O] miiBte 40 ME. Folli- 
culin enthalten. Die biologische Priifung ergibt aber, daB pre cem weniger 
als 5 ME. vorhanden sind. Erst die Priifung auf 1 ME. Folliculin ergibt 
ein positives Resultat. 

Die Wurzelspitzen hatten also unter 24stiindiger Einwirkung bei 37° 
mindestens 85°, des zugesetzten Folliculins inaktiviert. 1g Wurzel- 
spitze inaktiviert rund 10» Hormon. Wurzelspitzen zeigten also keine 
stirkere Wirkung als die gesamten Wurzeln. 

Um festzustellen, ob die Inaktivierung durch den Waurzelstoff 
fermentativer Art ist, wurden folgende Versuche gemacht: 

2g zerkleinerte Wurzel + 20cem  Phosphatpufferl6dsung + 0.5 cem 
Folliculin = 500 ME. (Aziditat der Mischung 5.44) wurden 1 Stunde 
auf 70° erwirmt. Verarbeitung wie vorher angegeben. Die biologische 
Priifung zeigte, daB auch nach der Erwairmung des Wurzelbreies auf 70° nur 
12,5°, des zugesetzten Folliculins wiedergefunden wurden. 

Die Erwairmung des Wurzelbreies auf 70° hat also den inaktivieren- 
den Faktor nicht zerstért. Da mit der Méglichkeit zu rechnen war, dak 
ein inaktivierender Faktor bei 70° noch durch Schutzstoffe geschiitzt 
wird, wurde ein Versuch mit gekochtem Wurzelbrei gemacht. 

2g Wurzelbrei + 20 cem Phosphatpufferlésung werden 2 Minuten ge- 
kocht. Nach Abkiihlung auf Zimmertemperatur werden 0,5 cem Folliculin 

500 ME. hinzugesetzt. Die Mischung hat jetzt eine Aziditaét von 5,44. 
Die Mischung wird 24 Stunden bei 37° im Thermostaten geschiittelt. 
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Extraktion des Folliculins wie bei den friiheren Versuchen. Die biologische 
Priifung ergibt. daB 80°, des zugesetzten Folliculins wiedergetunden werden. 
Wahrend durch die Erwarmung des Wurzelbreies auf 70° die 
Inaktivierung nicht beeinfluBbt wird, hat der Wurzelbrei nach 2 Minuten 
Kochen seine das Folliculin inaktivierende Fahigkeit verloren. 

Der Umstand, dai die beschriebene Inaktivierung des Folliculins 
durch Wurzeln nach Erwarmung auf 70° noch erhalten bleibt, braucht 
die Annahme einer enzymatischen Wirkung noch nicht auszuschlieBen, 
Der Mechanismus der Inaktivierung wird weiter verfolgt. 

Nunmehr wird gepriift, ob man das inaktivierte Folliculin wieder 
regenerieren kann. Das Folliculin kann, wie zuerst beim Harn der 
graviden Stute gefunden wurde (B. Zondek'), in einer in organischen 
Losungsmitteln (Ather, Benzol) unléslichen Form ausgeschieden werden. 
Nach saurer oder alkalischer Hydrolyse kann das Folliculin aber durch 
die genannten organischen Lésungsmittel extrahiert werden. Deshalb 
wurde das durch Wurzelbrei inaktivierte Folliculin der Hydrolyse 
unterworfen. Wir haben den Wurzelbrei mit Folliculin 24 Stunden bei 
37° im Thermostaten behandelt und nunmehr die Reaktionsmischung 
mit Salzsiure versetzt und dann mit Benzol ausgekocht. Zundachst 
wurde die Mischung mit Salzsiure kongosauer gemacht (pu 2) und 
mit Benzol extrahiert. Die biologische Priifung ergab, daB eine Er- 
héhung der Folliculinausbeute durch diese Behandlung nicht zu erzielen 
war, d.h. die Wurzelspitzen hatten mindestens 90°, inaktiviert und 
durch die saure Hydrolyse war eine Regenerierung nicht erfolgt. Auch 
durch energischere Hydrolyse, wie sie Laqueur? kiirzlich empfohlen hat, 
anderte sich das Resultat nicht. Der Versuch sei wiedergegeben: 

2g Wurzelbrei + 20cem Phosphatpufferlésung + 500 ME. Folliculin 
(po = 5,44) werden 24 Stunden bei 37° im Thermostaten geschiittelt. Zu- 
setzen von 0.6 ¢ HCl, so daB die Reaktionsmischung eine 3°,ige Salzsiiure 
darstellt. Die Mischung wird am Riickflu®kiihler mit Benzol dreimal 
2 Stunden lang energisch gekocht. Die gesamten Benzolriickstande werden 
in l0cem O! aufgenommen. 1 cem miiBte 50 ME. Folliculin enthalten, es 
werden aber nicht einmal 5 ME. gefunden. 

Das durch den Wurzelbrei inaktivierte Folliculin laBt sich also durch 
Hydrolyse (Kochen der Mischung als 3 °,ige Salzsdiure) nicht regenerieren. 
Vielleicht ist dies durch starkere Salzsiure méglich. 


Il. Versuche mit Hefe. 
Um festzustellen, ob die Inaktivierung des Folliculins ein allgemein 
bei Pflanzen vorkommender ProzeB ist, wurden Versuche mit Hefe 
angestellt, die ja Enzyme aller Klassen enthalt. Die Versuche schienen 


' B. Zondek, Klin. Wochenschr. S. 2285, 1930. — ? Laqueur, Naturwiss. 
, 190, 1934. 
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uns besonders wichtig, weil in der Hefe schon friiher Folliculin nach- 
gewiesen worden ist. Die Untersuchungen fiihrten aber zu einem 
negativen Ergebnis, d.h. durch Hefe konnte eine Inaktivierung des 
Folliculins nicht erzielt werden. 

Kinige Versuche seien wiedergegeben: 

1. 50cem Wasser + 1,5 g frischer Oberhefe (30° ig) + 800 ME. Folli 
culin, 2 Stunden Reaktionszeit bei 30°. Die Hefesuspension wird direkt 
kastrierten Méusen injiziert. Oas Folliculin wird 100°, ig wiedergefunden, 
ein Verlust ist also nicht eingetreten. 

2. 2g Hete + 20cem  Phosphatpufferlésung + 0,5cem — Folliculin 
lésung = 400 ME., pu 5,52. Diese Suspension wird 24 Stunden lang 
bei 37° gehalten. Hieraut mit dem vierfachen Volumen Aceton versetzt 
und nach 24stiindigem Stehen zentrifugiert. Die abzentrifugierte Fliissig- 
keit wird eingeengt, der Riickstand mit absolutem Alkohol extrahiert (A). 

Die von A getrennte Hefe wird fiir sich 12 Stunden im Sowhlet mit 
absolutem Alkohol extrahiert. der alkoholische Extrakt mit A vereinigt. 
Aus dieser vereinigten alkoholischen Lésung wird der Riickstand nach 
Abdunsten in 10 cem O] aufgenommen. Die biologische Priifung ergab. 
daB ein Verlust von Folliculin nicht eingetreten ist, in 1 ecem wurde ein 
Gehalt von 40 ME. Folliculin gefunden. 

3. Dieser Versuch wurde in der gleichen Weise ausgefiihrt wie der 
vorhergehende, nur wurde die Reaktionsmischung bei einer <Aziditat 
pu = 8,08 gehalten. Auch hierbei zeigte sich keinerlei Verlust von Folliculin. 

4. lg Trockenhefe + 20cem  Phosphatpuffer, pu 6.3 + 0,5 cem 
Folliculinl6sung = 400 ME.-Mischung, pu 6,6. Diese Suspension wird 
5 Stunden bei 37° gehalten und mit 30cem Pufferlésung verdiinnt. Die 
Suspension wird direkt kastrierten Mausen injiziert, lcem muB jetzt 
25 ME. enthalten. Die biologische Priifung ergibt, daB ein Folliculin- 
verlust nicht eingetreten ist. Demnach ist auch durch die Trockenhete 
eine Inaktivierung des Folliculins nicht erfolgt. 

Die Versuche ergeben, dap die Hefe im Gegensatz zu den H yacinthen- 
wurzeln das Folliculin nicht inaktiviert. 

_Erwahnt sei noch, daB wir bei Garungsversuchen den Eindruck 
gewannen, daB die Hefe Folliculin synthetisiert. Da die gefundenen 
Werte sich in GréBenordnungen bewegen, die eventuell durch die Streu- 
ung der biologischen Priifungsmethodik vorgetéuscht sein kénnen, 
kénnen wir Definitives nach dieser Richtung noch nicht aussagen. 


Zusammenfassung. 
Bei Untersuchung des Einflusses von Folliculin auf Pflanzen 
Zugabe von Folliculin zum Kulturwasser von Hyacinthen — hat sich 
ein EinfluB auf die Beschleunigung des Wachstums und der Entwicklung 
der Bliiten bei unseren Versuchen nicht erkennen lassen. Ob unter 


anderen Bedingungen eine derartige Entwicklungsbeschleunigung erfolgt, 
haben wir nicht naiher studiert, bisher liegt jedenfalls in der Literatur 
keine solche Beschreibung dieser Entwicklungsbedingungen vor, dab 
die Folliculineinwirkung regelmaBig reproduziert werden kann. 





Folliculin und Pflanzen. 


Das zum Kulturwasser der Hyacinthen zugesetzte Folliculin, das 
zum grébten Teil aus dem Wasser verschwindet, wird in der Pflanze. 
d. h. in den Wurzeln, in der Zwiebel und in Schaft und Bliite der Hya- 
cinthe nicht wiedergefunden, es laBt sich durch organische Lésungsmittel 
nicht mehr aus der Pflanze extrahieren. 


Sowohl die lebende Wurzel wie auch der Wurzelbrei der Hyacinthe 


inaktiviert das Folliculin, und zwar vermag 1 g Wurzelbrei wenigstens 
10» Folliculin in 24 Stunden bei 37° zu inaktivieren. Diese in- 
aktivierende Wirkung des Wurzelbreies wird durch Kochen zerstért, 
yas auf eine enzymatische Wirkung hindeutet. 

Die genannte Inaktivierung des Folliculins durch Pflanzensubstanz 
ist vielleicht analog derjenigen, welche der eine von uns (Bernhard 
Zondek) im tierischen Organismus und an tierischem Gewebebrei nach- 
gewiesen hat. 

Das inaktivierte Folliculin konnte durch Kochen mit Salzsdure nicht 
wieder biologisch aktiviert werden. 

Ein entsprechender Vorgang konnte weder durch frische noch durch 
Trockenhefe ausgelést werden. 

Die Inaktivierung des Folliculins wird hier in verschiedenen Rich- 
tungen weiter verfolgt. 











Blutmilehsiure und Héhenklimawirkung'. 


Von 
H. Hartmann und A. von Muralt. 

(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir medizinische Forschung, Heidelberg, 
und der Hochalpinen Forschungsstation Jungfraujoch.) 
(Eingegangen am 31. Mdrz 1934.) 

Mit 4 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


Der Sauerstoffmangel im Héhenklima fiihrt zu einer Anhaufung 
von Milchséiure, wenn durch herabgesetzte Verbrennung von Milch- 
siuredquivalenten ein gréBerer Teil der im Kohlenhydratstoffwechsel 
entstehenden Milchsaure liegenbleibt. Es kann damit gerechnet werden, 
daB sich pro 3 Mol fiir die Atmung nicht mehr verfiigbaren Sauerstoffs 
4 bis 5 Mol Milchséiure ansammeln (Weyerhof?). Bei der Untersuchung 
dieser Verhaltnisse durch Messung der Konzentrationsinderungen der 
Blutmilchsiure muB eine scharfe Trennung zwischen dem Zustand 
der Kérperruhe und dem der Arbeit vorgenommen werden. Die Arbeiten 
Warburgs®? und seiner Mitarbeiter und die direkten Messungen von 
Cook und Hurst*, und Bock, Dill und Edwards® machen es wahrscheinlich, 
daB der Blutmilchsiuregehalt des ruhenden menschlichen Kérpers bei 
ausreichender Sauerstoffversorgung zum gréBeren Teil aus der aeroben 
Glykolyse der Erythro- und Leukocyten stammt. Bei der Kérperarbeit 
dagegen tritt als neue betrachtliche Milchsdurequelle der tatige Muskel 
hinzu. Dabei darf die Anderung des Blutmilchsaurespiegels nur dann 
mit der im Muskelinnern als Stoffwechselendprodukt entstehenden 

‘Milchsiure in Beziehung gebracht werden, wenn der Regulations- 
mechanismus, der den Austausch der Milchséiure zwischen Muskel und 
Blut nach beiden Seiten steuert, beriicksichtigt wird. Diese Steuerung 
haingt aber nicht nur von der Anreicherung der Muskel- bzw. Blutmilch- 
siure und damit auch vom Grade der Anoxiéimie, sondern auBerdem 
von der Lage des Saéure-Basengleichgewichtes des Blutes ab. Dieses 
wiederum wird primar durch die beim anoxamischen Stoffwechsel 
auftretenden unbeseitigten sauren Endprodukte, vor allem die Milch- 
siure, beeinfluBt. Sekundar hat der in der Héhe auftretende Kohlensaure- 


1 Mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft. 
— 2? 0. Meyerhof, Die chemischen Vorgéinge bei der Muskelkontraktion. 
Berlin 1930. — * O. Warburg, diese Zeitschr. 184, 484, 1927. — 4 L.C. 
Cook, u. R. H. Hurst, J. of Physiol. 79, 443, 1933. — °® A. V. Bock, D. B. 
Dill.u. H. T. Edwards, J. clin. Invest. 11, 775, 1932. 
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verlust eine anschlieBende kompensatorische Herabsetzung des Bi- 
carbonatgehaltes, durch Ausscheidung eines weniger sauren Harns, 
zur Folge. Dadurch entsteht ein wechselseitiger Zusammenhang zwischen 
Blutmilchsaurespiegel und einem Teil der kompensatorischen Vorgange, 
die in ihrer Gesamtheit das Bild der Akklimatisation ergeben. Die 
Untersuchung des Verhaltens der Blutmilchsiure im Héhenklima 
bei gleichzeitiger Beeinflussung der Lage des Séure-Basengleichgewichtes 
versprach daher naheren Einblick in die bestehenden Wechselbeziehungen 
und hat zu den in der vorliegenden Arbeit mitgeteilten Versuchen 
gefiihrt. 


Die nicht sehr zahlreichen und _ teilweise widerspruchsvollen Blut- 
milchséurebestimmungen im H6éhenklima! haben an Menschen folgende 
Werte ergeben: zw6lf Bestimmungen von Barcroft? und Mitarbeitern, 
wovon je fiinf bei Meereshéhe und in 3000 m an vier Teilnehmern und zwei 
in 4550 m an zwei Teilnehmern gewonnen wurden, zeigen bei einem nicht 
naher definierten Ruhezustand im Mittel fiir 3000 m eine Erhéhung um 25°, 
fiir 4550 m um 76°, iiber die bei Meereshéhe gefundenen Werte. Diesen 
Daten stehen sieben Bestimmungen von Laquer® entgegen, von denen 
vier bei 3000 m an vier verschiedenen Personen und drei bei 4550 m an 
einer Person der ersten Gruppe und zwei weiteren Personen gemacht wurden. 
Hier wichen die Werte von dem aus anderen Untersuchungen fiir das Tiefland 
geltenden Mittelwert nicht mehr ab als durch zufallige Streuung zu erwarten 
ware. Bei kérperlicher Arbeit dagegen fand Laquer* in drei Selbst- 
versuchen auf Meereshé6he unmittelbar nach der Arbeit 12 mg-°,, '/, Stunde 
spiter 6,3 mg-°,, auf 1560m analog 27 und 20 mg-°, und auf 2400 m 
28,8 und 3,4mg-°%. Auch Barcroft (l.c.) fand bei Koérperarbeit in der 
Hohe eine merkliche Zunahme der Blutmilchséure, die sich bei einem 
langsamen Anstieg immer starker ansammelt. Dill, Edwards, Félling und 
Mitarbeiter® fanden auf 3000m bei maBiger Arbeit die gleichen, bei 
angestrengtester Arbeit aber sehr viel héhere Milchséurewerte als im Tief- 
land, bezogen auf gleichen Sauerstoffverbrauch. Sie schlieBen daraus, daB 
die Fahigkeit zu andauernder Arbeit bei 3000 m um 20°, gemindert ist. 
Akklimatisation hat bei einem Teilnmehmer in 5 Wochen das Verhaltnis 
fast bis zur Norm gebessert. Bei allen bisherigen Bestimmungen ist die 
Lage des Saéure-Basengleichgewichts, das schon auf nutritiver Grundlage 
betrachtliche Verschiebungen erleidet, nicht beriicksichtigt, | worauf 
Singer® in einer wertvollen kritischen Besprechung hingewiesen hat. 
Zufuhr von Bicarbonat hat im Tiefland ein Ansteigen des Milchséure- 
spiegels zur Folge (vgl. Peters und van Slyke’), das deutlich auf den 
Zusammenhang hinweist. 


1 Vgl. A. Loewy, Physiologie des Héhenkiimas. Berlin 1932. 

2 J. Barcroft, M. Camis, C. Mathison, F. Roberts u. J. Ryffel, Phil. Trans. 
Roy. Soc. London, B, 206, 49, 1915. — * F. Laquer, Zeitschr. f. Biol. 70, 
99, 1920. — 4 F. Laquer, Pfliigers Arch. 208, 35, 1924. § D. B. Dili, 
H. T. Edwards, A. Félling, S.A. Oberg, A.M. Pappenheimer u. J. H. Talbot. 
J. of Physicl. 71, 47, 1930. — ® W. Singer, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 
66, 45, 1929. — 7 J.P. Peters u. D. D. van Slyke, Quantitative Clinical 
Chemistry 1, 476, London 1931. 
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Versuchsplan und Methodik. 


Im ganzen wurden 71 Blutmilchsdurebestimmungen an den vier 
Teilnehmern der Expedition (B. H. M.S.) durchgefiihrt. Diese setzen 
sich zusammen aus Ruhe- und Arbeitswerten bei 795 m Héhe (Lauter- 
brunnen) und aus Werten, die bei drei aufeinanderfolgenden Fahrten 
auf das Jungfraujoch bei 3460 m und auf dem Ménchgipfel bei 4100 m, 
alle in der Zeit vom 9. bis 15. September, gewonnen wurden. Dazu 
kommen noch je vier Bestimmungen, die in der Unterdruckkammer 
des Physiologischen Instituts Ziirich! bei 725mm (500 m) und 316mm Hg 
(7300 m) durchgefiihrt wurden. Fiir alle Versuche waren die vier Teil- 
nehmer in zwei Gruppen eingeteilt (B. und S. erste Gruppe, H. und ./ 
zweite Gruppe), die abwechselnd durch Einnahme von Ammonium- 
chlorid bzw. Natriumbicarbonat eine leichte Azidose bzw. Alkalose 
ihres Blutes herbeifiihrten. 


Douglas, Greene und Kergin® haben die von Greene anlaBlich der 
Kametbesteigung gemachte Beobachtung, daB geringe Mengen von Ammon- 
chlorid bei taglicher Einnahme die Erscheinungen der Héhenkrankheit 
heseitigen, in der Unterdruckkammer von Oxford gepriift. Sie fanden bei 
der Versuchsperson nach Einnahme von 15g NH,Cl in der Unterdruck- 
kammer bei 347mm Druck eine herabgesetzte Alveolar-CO,-Spannung, 
gesteigerte O,-Spannung, verminderte Cyanose, langsameren Puls und 
gréBere Arbeitsfahigkeit als bei Kontrollversuchen ohne Azidose. Die 
gleiche Wirkung haben schon frither Adlersberg und Porges® bei Ein 
nahime des weniger stark azidotisch wirksamen Ammonphosphats am Hoch 
schneeberg und am Jungfraujoch beobachtet. Der giinstige Effekt kann 
durch folgenden Zusammenhang erklart werden: Primar akkomodiert 
sich der Koérper an die verringerte Sauerstoffspannung durch Anregung 
der Atmung*, womit ein Kohlenséureverlust aus dem Blut verbunden 
ist (respiratorische Beeinflussung des Séure-Basengleichgewichts. ,..Respira- 
tory Type’, van Slyke.) Er akklimatisiert sich® (sekundaér) an diesen 
Zustand beziiglich des Séure-Basengleichgewichts durch Ausscheidung 
eines weniger sauren Harns*® und entsprechende Abnahme der Alkali- 
reserve’. Dabei nahert er sich einem Saure-Basengleichgewicht, wie es 
auf direktem Wege durch primaére Azidose entsteht (durch Stoffwechsel 
bedingte Veranderung des Saéure-Basengleichgewichts, ,,Metabolic Type“. 


' Herrn Prof. W. R. Hess méchten wir auch an dieser Stelle unseren 
warmsten Dank aussprechen fiir die freundliche Erlaubnis zur Benutzung 
der Unterdruckkammer fiir diese und andere Versuche. (Beschreibung der 
Kammer: A. Fleisch, Handb. d. biol. Arbeitsmethod. Abt. 5, Teil I, S. 553, 


1927.) 2 C0. G. Douglas, C. R. Greene u. F. A, Kergin, J. of Physiol. 7S, 
404, 1933. - § DP, Adlersberg u. O. Porges, Zeitschr. f. d. ges. exper. 
Med. 45, 167, 1925. 4 Vol. W. R. Hess, Die Regulation der Atmung. 


Leipzig 1931; ferner H. Winterstein, Pfliigers Arch. 284, 187, 1934. 
5 Wir folgen dabei der von Adlersberg und Porges vorgeschlagenen 


Trennung zwischen Akkomodation und Akklimatisation. — ® Literatur 
bei Loewy, le. S. 235. 7 Loewy, |. c. S. 120; ferner EB. Wittkower, Pfliigers 


Arch. 238, 607, 1933. 
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“an Slyke), allerdings ohne es ganz zu erreichen. Demnach wird durch die 
experimentell erzeugte NH,Cl-Azidose der Vorgang der Akklimatisation 
unterstttzt, indem (unter giinstigen Pedingungen) durch die kombinierte 
Wirkung von respiratorischem CO ,-Verlust. (der fiir sich allein eine Erhéhung 
des pu-Serums zur Folge hatte) und Azidose (die fiir sich allein eine 
Erniedrigung des pu-Serums verursacht) der tiefere Stand der Alkali- 
reserve Ohne wesentliche Verinderung des px-Serum  erreicht werden 
kann. In extremen Fallen ist auf diesem Wege sogar eine Um- 
stellung der Alkalireserve bei Erhaltung des Saéure-Basengleichgewichts 
denkbar, wie sie durch die Nierenregulation allein nicht bewerkstelligt 
werden kann. 

Um einen Einblick zu erhalten, wie weit die Milchsiure im Blute 
an der Kompensation der respiratorischen Verschiebung des Saure- 
Basengleichgewichtes beteiligt ist, wurden unsere Versuche so durch- 
gefiihrt, daB jeweils eine Gruppe (zwei Personen) durch Na-Bicarbonat- 
einnahme die respiratorische Verschiebung des Saure-Basengleich- 
gewichtes verstarkte, die andere Gruppe dagegen durch Zufuhr von 
NH, Cl die sonst erst mit dem Beginn der Akklimatisation eintretende 
Abnahme der Alkalireserve primdr herbeifiihrte. Bei der Verabfolgung 
der NH,Cl-Dosen wurde das gleiche Verfahren angewandt, wie Douglas 
und Mitarbeiter (1. ¢.) es eingefiihrt haben: 5g nach dem Mittag- und 
5g nach dem Abendessen des Vortages, 5g nach dem Friihstiick des 
Versuchstages. Das Na-Bicarbonat wurde in gleicher Weise, aber in 
Dosen von je 6g eingenommen. 


Bei beiden Gruppen wurden die Blutmilchséiurebestimmungen in 
folgender Weise durchgefiihrt : la. Ruhewertée in Lauterbrunnen am Morgen 
des 9. und 13. September. Ib. Ruhewerte im Institut auf dem Jungfraujoch 
am Morgen des 8., 10., 11., 14. und 15. September. Unter ,,Ruhewert*‘ 
verstehen wir den Milchséurewert des kurz nach dem Aufwachen im Bett 
entnommenen Blutes. Dabei entnahm abwechselnd ein Teilnehmer an den 
drei anderen das Blut, legte sich fiir eine weitere Stunde zu Bett und kam 
dann erst selbst an die Reihe. 2a. Arbeitswerte in Lauterbrunnen am 
%. und 13. September. 2b. Arbeitswerte auf dem Jungfraujoch am 10., 14. 
und 15. September. Die zu leistende Arbeit bestand im zweimaligen Hinaut- 
und Herunterrennen einer Treppe von 16m Héhe (50 Stufen in Lauter- 
brunnen, 47 Stufen auf dem Jungfraujoch), wobei beim Anstieg jede Stufe 
einzeln genommen werden mute. Alle Teilnehmer brauchten fiir diese 
Arbeit 50 Sekunden bis 1 Minute. Die Blutentnahme erfolgte 3 und 15 Mi- 
nuten nach beendeter Arbeit. Gleichzeitig wurden die Pulse in Absténden 
von | bis 15 Minuten nach beendeter Arbeit verfolgt. 3. Blutentnahme 
unmittelbar nach Erreichen des Ménchgipfels am 10. September. Dazu 
kommen noch 4. je vier Werte des Unterdruckkammerversuchs vom 
16. September, bei welchem alle Teilnehmer angenahert unter gleichen 
Bedingungen standen. (Bei beiden Gruppen lag die NH,Cl. bzw. Na- 
Bicarbonateinnahme 3 Tage zuritick.) 

Die Blutentnahme. Aus der kurz und nur bis zum Einstich gestauten 
Armvene wurden etwa 3 cem Blut entnommen; davon wurden 2 cem sofort 
zur EnteiweiBung in 30 ccm 0,8°, Na-Wolframat gebracht und mit 3 ecra 
n H,SO, versetzt. Die weitere Verarbeitung erfolgte nach der modifizierten 
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Methode von Furth-Charnass'! nach der im Heidelberger Laboratorium 
iiblichen Technik?®. Die angegebenen Werte in mg-°,, beziehen sich aut 
100 cem Blut. Die auf dem Jungfraujoch und dem Ménchgipfel gewonnenen 
enteiweiBten sauren Filtrate wurden alle in Lauterbrunnen nach 24 bis 
36 Stunden in einem improvisierten Laboratorium verarbeitet, um die Zeit 
des Aufenthalts auf dem Jungfraujoch zur Vermeidung der Akklimatisation 
abzukiirzen ®. 
Versuchsergebnisse. 

Die Ergebnisse der Ruhemilchsdurebestimmungen sind in Abb. 1 
dargestellt. Werden zunichst die in doppeltem MaBstab dargestellten 
Mittelwerte aus je vier Bestimmungen betrachtet, so zeigt es sich, 
dab diese Mittelwerte in Lauterbrunnen und Ziirich sehr konstant sind 

(Mittel 10,1 mg-%,). 


? JJ } 
TT atoun, ; ae. a 4 dt 2 mg% am Morgen nach dem 
7 8 9 a 0 8 Mus 











30 
20 


«  Ubernachten auf dem 
wo dungfraujoch dagegen 
5 wurden mit jeder wei- 
-o  teren in der Hoéhe ver- 
brachten Nacht,  un- 
abhangig von den 
dazwischen  liegenden 
jas | 162| Tieflandnachten, — an- 
steigende Milchsaure- 


























Abb. 1. werte gefunden, wobei 
Ruhemilchsdurewerte: Ordinate rechts: mg-°/9 Milchsiure, 


zu beziehen auf die Mittelwerte (leere Saéulen) von allen auffallenderweise der 


4 Teilnehmern. Ordinate links: mg-°/o Milchsiure, zu erste Wert 30° unter, 
beziehen auf die Gruppenmittelwerte (@ NH, Cl-Gruppe, 7 

@ Na-Bicarbonat-Gruppe, je 2 Teilnehmer). Die mit [J der letzte Wert dagegen 
bezeichneten Gruppenmittelwerte stammen von Gruppen, 70%, iiber dem Tiefland- 
die nicht unter Salzwirkung standen. L. bedeutet Lauter- 5 ’ ; 
brunnen (795m), J.J. Jungfraujoch (3460 m), darunter mittelwert liegt. Die 


Angabe des Datums (September 1933). In Tabellenform 


die Einzelwerte und ihre Verteilung auf die Gruppen. erste Bestimmung eae 


Abend des 7. September. 
die 3 Stunden nach der Ankunft bei ruhiger Laboratoriumsarbeit 
gewonnen wurde und in keiner Weise als Ruhewert zu_ betrachten 
ist, wurde der Zusammenstellung der Abb. 1 beigefiigt, weil ihre niedrige 
Lage, 11,4 mg-%, zeigt, da beim ersten Aufenthalt in der Héhe all- 
gemein niedrigere Werte gefunden werden. Neben diesen deutlich 
erkennbaren Abweichungen der Ruhemilchsiurewerte in der Héhe 
von dem konstanten Verhalten im Tiefland ergeben die Mittelwerte 


1 T. E. Friedemann, M. Cotonio u. P. A. Schaffer, J. of biol. Chem. 73, 
335, 1917. — # Vgl. O. Meyerhof, |.c. — *% Im iibrigen war sie durch 
Messungen der Hautatmung mit dem Zeissschen Stufenphotometer nach 
Nicolai (Pfliigers Arch. 229, 372, 1932) ganz in Anspruch genommen. Leider 
haben diese Messungen in keiner Weise Resultate ergeben, die im Verhaltnis 
zu der aufgewendeten Miihe und Zeit stehen. 
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der beiden Gruppen im Zusammenhang mit der Einnahme von NH,C! 
bzw. Natriumbicarbonat bemerkenswerte Zusammenhange. Ganz ein- 
deutig ist der EinfluB des Natriumbicarbonats, dessen EKinnahme nicht 
nur die Mittelwerte der betreffenden Gruppe (und zwar unabhangig 
ob I oder II), sondern auch alle vergleichbaren Einzelwerte betrachtlich 
erhéht hat. Weiterhin ist zu erkennen, daB der Anstieg der Ruhe- 
mittelwerte auf dem Jungfraujoch hauptsiachlich durch die Milchsaure- 
werte der Bicarbonatgruppen verursacht wird. Anders liegen die Ver- 
haltnisse beim Ammonchlorid. Die Mittelwerte nach Ammonchlorid- 
einnahme (und auch hier wieder ganz unabhangig, ob bei Gruppe I 
oder II) sind in allen Bestimmungen wenig verschieden, im Tiefland 
konstant (9,6 und 9,2 mg-°,), in der Héhe leicht ansteigend (7,2, 9,9, 
10,6, 13,0 mg-°,), aber in sehr viel geringerem MaBe als die entsprechen- 
den Bicarbonatwerte. Verglichen mit den Bicarbonatwerten liegen die 
Ammonchloridwerte sehr viel niedriger. 

Die Arbeitsversuche ergaben als erstes ein tiberraschendes Resultat. 
Aus den Versuchen vom 9. und 10. September ging hervor, daB einige 
Zeit nach der Arbeit in der Héhe weniger Milchsaure im Blute gefunden 
wid als im Tiefland, denn der Mittelwert des 15 Minuten nach der 
Arbeitsleistung entnommenen Blutes in Lauterbrunnen, 47,7 mg-°,, 
liegt héher als der entsprechende Wert auf dem Jungfraujoch, 38,8 mg-%%. 
Noch iiberraschender war der Mittelwert vom Ménchgipfel, 78,0 mg-°%, 
der nur 6,3 mg-°, iiber dem Ruhewert liegt. Diese Ergebnisse dringten 
uns zu der Annahme, daB offenbar das zeitliche Verhalten des Milch- 
sdureblutspiegels nach Arbeit in der Héhe ein anderes sein miisse als 
im Tiefland. Die nachsten Versuche wurden daher in der Weise vor- 
genommen, da sowohl in Lauterbrunnen als auch auf dem Jungfraujoch 
3 und 15 Minuten nach Arbeit Blutproben entnommen wurden. Dabei 
zeigte es sich, dab zwar auf dem Jungfraujoch sofort nach der Arbeits- 
leistung mehr Milchsdéure in das Blut kommt als in Lauterbrunnen 
(3-Minuten-Mittelwert auf dem Jungfraujoch 59,2 mg-°, gegen 52,8 mg-°%, 
in Lauterbrunnen), dieser CberschuB aber in der Héhe in den nachsten 
12 Minuten rascher und weitgehender verschwindet als im Tiefland, 
so daB nach 15 Minuten das Verhaltnis umgekehrt liegt (37,4 mg-°%, 
gegen 43,9 mg-%). Ein Vergleich dieser 15-Minuten-Mittelwerte mit 
denen des ersten Arbeitsversuches laBt diese Tatsache in allen Fallen 
deutlich werden. Ein ganz ahnliches Verhalten hatten schon die Selbst- 
versuche von Laquer (vgl. Einleitung) auf dem Fliiela-Hospiz verglichen 
mit Frankfurt ergeben. 

Neben diesen Verhiltnissen, die aus den Gesamtmittelwerten 
hervorgehen, haben sich aber besonders interessante Beziehungen 
zwischen den Gruppen unter dem EinfluB der NH,Cl- bzw. Na-Bi- 
carbonateinnahme ergeben, die in Abb. 2 dargestellt sind. Es zeigt sich, 
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da 3 Minuten nach Koérperarbeit, vor allem in der Hohe, unter Na 
Bicarbonatwirkung ein sehr viel héherer Milchsiurespiegel entsteht 
als unter dem Kinflu8 von Ammonchlorid. Im Tefland gleicht sic} 
diese Differenz zwischen Na-Bicarbonat- und NH,Cl-Gruppe bis zun 
15-Minuten-Wert aus (vgl. Versuche vom 9. und 13. September). Ii 
der Héhe dagegen bleibt der Unterschied bestehen (vgl. Versuche vom 
10. und 14. und 15. September), obgleich auch hier wieder die hohen 
3-Minuten-Werte auf Jungfraujoch sehr viel rascher abfallen als im 
Tiefland. Der Unter 
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Gruppenmittelwerte (#@ NH, Cl-Gruppe, § Na-Bicarbonat- 14. und 15. September). 


Gruppe, je 2Teilnehmer), mit Zeitangabe der Blutentnahme 
nach beendeter Arbeit. o o gibt die Lage des Ruhe- 
milchsiuremittelwertes des gleichen Tages an. L. bedeutet 
Lauterbrunnen (795m), J. J. Jungfraujoch (3460 m), M. 
Minchgipfel (4100 m) mit Datumangabe (September 1933). 





3 . eee 
Die Ubereinstimmung 
der beschriebenen Salz- 
effekte, unabhangig da- 


In Tabellenform die Einzelwerte und ihre Verteilung auf von ob Gruppe I oder 

die Gruppen. : 
II unter der speziellen 
Salzwirkung stand, zeigt, daB die Wirkung der Salzeinnahme die durch: 
individuelle Verschiedenheiten bedingten Schwankungen  tbertrifft 


Pulsbeobachtungen. 

Eine weitere Bestatigung ergibt sich aus dem Verhalten der Ruhe 
und Arbeitspulse. Der mittlere Puls in absoluter Ruhe! betrug fiir div 
vier Teilnehmer der Expedition in Lauterbrunnen 56, wobei am 9. Sep- 
tember ein Mittel von 57 und am 13. September ein solches von 50 
gefunden wurde. Ein Unterschied zwischen den Pulsen bei der N H,C!- 
und der NaHCO ,-Gruppe war hier nicht festzustellen. Dasselbe gilt 
auch fiir simtliche Ruhepulse, die auf dem Jungfraujoch gezahlt wurden 
denn hier wurde ein geringes Absinken der Pulszahl mit zunehmende: 


1 Morgens nach dem Aufwachen im Liegen gemessen. 
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Akklimatisation deutlich, ohne daB eine Differenz im Verhalten der 
Versuchspersonen mit kiinstlich herbeigefiihrter Azidose bzw. Alkalose 
zu erkennen war. Der mittlere absolute Ruhepuls fiel im Verlauf des 
Aufenthaltes auf Jungfraujoch von 65 auf 59 ab. wobei am zweiten 
Tage ein Maximum von 68 erreicht wurde. Die Anpassung an die Hohe 
von 3450 m war in den wenigen Tagen unseres Aufenthaltes keineswegs 
abgeschlossen, dementsprechend lag der minimale Ruhepuls von 59, 
der am letzten Tage auf dem Jungfraujoch gemessen wurde, noch deutlich 
iiber dem Durchschnittswert — yy_ 
von Lauterbrunnen!. Die be- JJ 4 dt & dd 
kannte Tatsache, dab der . Fg 7 %5 
Tagesruhepuls sich mit zu- 
nehmender Héhe mehr iiber 
den absoluten Ruhepuls er- 
hebt, wurde auch bei unseren 
Messungen auf dem Jungfrau- 
joch gefunden. 

In der Abb. 3 sind die 
mittleren Pulswerte fiir ab- 








¥0 
Olobsolute Ruhe Qrehtive Ruhe = Bach Arbeit 
ss Abb. 3. 
solute Ruhe, Tagesruhe und Pulsmittelwerte (aller 4 Teilnehmer): Ordinate: 
fiir einen Zeitpunkt 15 Minuten Schlagfrequenz pro Minute. L. = Lauterbrunnen 
(795 m), J.J. = Jungfraujoch (3460 m) mit Datum 
nach beendetem  Arbeits- (September 1933). 


versuch angegeben. Die Ver- 
folgung des Pulses bei den ee dd 





Arbeitsversuchen zeigte, dab 
die erreichten Maxima auf dem 
Jungfraujoch selbstverstand- 
lich héher lagen als in Lauter- 
brunnen, jedoch lieben die Ti 
groBen Schwankungen keinen Abb. 4. 
KinfluB der NH,Cl-_ bzw. Pulszuwachs 15 Minuten nach Arbeit: Ordinate : 
‘ ss ; N 4 Differenz zwischen Schlagfrequenz 15 Minuten nach 
der Na H(¢ O,-Einnahme deut- Arbeit und Ruhe (pro Minute). # Gruppenmittel- 
wert unter Ammonchloridwirkung, @§ Gruppen- 
: mittelwert unter Bicarbonatwirkung. Verteilung 
15 Minuten nach beendeter der Gruppen I und If wie in Abb. 1. L. = Lauter- 
as : Yes as brunnen (795 m), J. J. = Jungfraujoch (3460 m) mit 
Arbeit in allen Fallen nach Datum (September 1933). 
NH,Cl-Einnahme ein  Puls- 
wert erreicht, der dem Ruhepuls vor der Arbeit naher lag als es bei 
den unter NaHCO,-Wirkung stehenden Versuchspersonen der Fall war. 
Die Abb. 4 zeigt die Differenz des Pulses 15 Minuten nach der 
Arbeit gegeniiber dem jeweiligen Ruhepuls fiir die wechselseitig unter 
NH,Cl- bzw. NaHCO,-Wirkung stehenden Gruppen I und I. 
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1 Vgl. hierzu und zu dem Folgenden: H. Hartmann, Zeitschr. f. Biol. 
93, 391, 1933. 
Biochemische Zeitschrift Band 271. 6 
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Diese Tatsache spricht fiir einen giinstigen KinfluB des Ammon- 
chlorids auf die Leistungsfahigkeit und steht mit den von Douglas 
und Mitarbeitern gemachten Angaben in Ubereinstimmung, obgleich 
es tiberrascht, daB dieser Effekt in Lauterbrunnen eher starker ist als 
auf dem Jungfraujoch. 

Diskussion. 


A. Blutmilchsdure bei Ruhe. In der Einleitung wurde bereits 
erwahnt, daB der Milchsduregehalt des Blutes bei Ruhe auf Grund der 
Arbeiten von Warburg und Mitarbeitern (lL. c.) der aeroben Glykolyse 
der Erythro- und der Leukocyten zugeschrieben werden kann. Dab 
als Milchsaéurequelle bei Ruhe weder die Muskulatur noch der Erregungs- 
zustand des sympathischen Nervensystems noch die glykolytischen 
Prozesse im Hirn wesentlich in Betracht fallen, zeigen die Versuche 
von Bock, Dill und Edwards! und Cook und Hurst?. Dagegen geht aus 
den Versuchen der letzteren hervor, daB die Ruhemilchsaure ein im Blute 
selbst entstehendes Glykolyseendprodukt ist, dessen Menge durch 
Veranderung des py nach der alkalischen Seite stark vermehrt wird, 
cin Befund, den Hvans* in vitro, Eggleton und Evans? an einem Herz- 
Lungen- und Gliedpraparat, Anrep und Cannan® am Herz-Lungen- 
praparat tbereinstimmend gefunden haben und der tberdies auch von 
der Erfahrung, daB Bicarbonatdarreichung den Blutmilchsaéurespiegel 
hebt, gestitzt wird. Die aus unseren Messungen einheitlich hervor- 
gehende Erhoéhung des Blutmilchsaiurespiegels bei den Gruppen, die 
Bicarbonat eingenommen hatten, darf daher einer Zunahme der Glyko- 
lvse im Blute, verursacht durch die leichte Alkalose., zugeschrieben 
werden®, Beim Ubergang vom Tiefland- zum Hoéhenklima sind zwei 
Faktoren vor allem auf die Moéglichkeit einer Beeinflussung der Blut- 
milchséure zu_priifen. 

_ 1. Die Verringerung des Sauerstoffpartialdruckes verursacht  nie- 
drigere Sauerstoffsattigung des Blutes nach Messungen von Hirig 
und Hinsberg’ betrigt diese auf dem Jungfraujoch 81 bis 83°,. Auf die 
aerobe Glykolyse im Blute direkt kann diese Verringerung der Sauer- 
stoffsattigung des Blutes um héchstens 14°, keinen meBbaren Einfluls 
haben, so wenig wie starke Erhéhung des Sauerstoffdruckes (Bean und 


' A.V. Bock, D. B. Dill u. H.F. Edwards, J. clin. Invest. 11, 778, 
1922. 2 L.C. Cook u. R.H. Hurst, J. of Physiol. 79, 443, 1933. 
3 C'.L. Evans, J. of Physiol. 56, 146, 1922. — 4 M.G. Eqgletonu. C. L. Evans, 
J. of Physiol. 70, 261, 1930. 5 G.V. Anrep u. R.K. Cannan, J. of Physiol. 
5S, 244, 1923. — ® Bock, Dill und Edwards haben bei Erzeugung einer 
Alkalose durch Bicarbonatverfiitterung keine Erhéhung der Blutmilchsaéure 
gefunden, wohl aber bei willkiirlicher Uberventilation. Ob die von unseren 
Resultaten abweichenden Befunde auf einer anderen Dosierung des Bi- 
carbonats beruhen, ist schwer zu beurteilen. — 7 W. Bwig u. K. Hinsberg. 
Zeitschr. f. klin. Med. 115, 733, L93L. 
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Haldi*), Atmung eines 60°,igen Sauerstoff-Kohlensauregemisches 
| Bock, Dill und Edwards (1. ¢.)] oder Anamien von 21 bis 44°, (Saito?) 
(vgl. auch Jervell?) den Ruhemilchsauregehalt wesentlich beeinflussen. 
Demnach kann, solange das Blut seine normale Zusammensetzung be- 
halt, eine Zunahme des Ruhemilchsaurespiegels nicht durch gering- 
gradigen Sauerstoffmangel hervorgerufen werden. Das beweisen auch 
die besonders niederen Ruhewerte, die zu Beginn des Aufenthaltes 
auf dem Jungfraujoch gefunden wurden, wobei der O,-Mangel im gleichen 
Mabe vorhanden war wie spater. Auch bei Auftreten eines regenerativen 
Blutbildes, wie es sich im Héhenklima ausbildet, wird eine wesentliche 
Verschiebung hier nicht eintreten. 

2. Unter der Voraussetzung, da in der Hohe eine respiratorische 
Alkalose auftritt, ist eine Erhéhung des Ruhemilchsdurespiegels durch 
Anregung der aeroben Glykolyse zu erwarten [ein Effekt, den Anrep 
und Cannan (1. c.) als Folge einer Hyperventilationsalkalose am Herz- 
Lungenpraparat auftreten sahen). Dab im Blute ein Baseniiberschub 
in der H6he besteht*. den die Niere durch Ausscheidung eines weniger 
sauren Harns zu kompensieren sucht, ist eine experimentelle Tatsache, 
die von der Annahme ihrer Entstehung auf Grund der noch strittigen 
respiratorischen Alkalose unabhangig ist. Die Reaktion des Harns 
beim Ubergang zum Hoéhenklima verhalt sich so, als ob dem Kérper 
Bicarbonat zugefithrt worden ware (vgl. Singer, l.c.). Ebenso wie 
kiinstliche Bicarbonatzufuhr den Milchsdurespiegel steigert, kann 
daher fur die Ruhewerte in der Hohe eine Steigerung erwartet werden, 
die bei den Gruppen mit zusatzlicher Bicarbonateinnahme besonders 
deutlich wird. Durch Lactatbildung witd offenbar dem Blute Base 
erhalten, die aus der Alkalireserve stammt und sonst iiber die Nieren- 
ausscheidung verloren ginge. Die Milchsaure vertritt daher die Stelle 
der Kohlensaure durch Bindung der Basen, die bei der Regulation der 
Blutreaktion unter den veranderten Bedingungen in der Hohe frei 
werden. Dab hauptsachlich im Verlauf eines langeren Aufenthaltes 
auf dem Jungfraujoch, nicht aber am ersten Tage, die Alkalireserve des 
Blutes vermindert wird, haben Ewig und Hinsberg gemessen (vgl. auch 
Abderhalden, London. Loewy und Mitarbeiter®), was unter der Annahme, 
daB ein Teil der freiwerdenden Base Lactat bildet, mit unseren Mes- 
sungen eines langsam ansteigenden Milchséurespiegels tbereinstimmt. 
Die Anregung der Glykolyse im Blute, als Folge der Bicarbonatver- 


1 J. W. Bean u. J. Haldi, Amer. J. of Physiol. 101, 6, 1932. 


* H. Saito, Tohoku J. exper. Med. 19, 326, 1932. 3 Jervell,, O. Acta 
Med. Scand. Suppl. XXIV, f, 1928. — 4 Vgl. Th. Brehme u. P. Gyérqy, 
diese Zeitschr. 186, 213, 1927. — ° E. Abderhalden, N. Kotschneff, BOS. 


London, A. Loewy, Lubow Rabinkowa, G. Roske, E. Rossnev u. BE. Wert- 
heimer, Pfliigers Arch. 216, 362, 1927. 
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mehrung (pu braucht sich dabei nicht zu andern, wie aus Versuchen 
von Warburg! in Analogie geschlossen werden kann) wirkt auf Grund 
dieser Vorstellung wie ein dritter Pufferungsmechanismus, indem dic 
Milchséure fiir die Kohlenséure eintritt und das Blut vor Alkalose 
schiitzt (eine Rolle der Milchsaéure, die Anrep und Cannan schon postuliert 
haben). Unmittelbar nach der Ankunft in der Héhe und in der ersten 
Nacht miiBte, um auf Grund dieser Vorstellung unsere Beobachtungen 
ganz zu deuten, eine leichte Azidose bei allen vier Teilnehmern geherrscht 
haben (und zwar keine Milchsaéureazidose!), eine Annahme, die sich 
belegen laBt (Literatur vgl. Wittkower?). 

B. Blutmilchsdure bei Kérperarbeit. Das auffallendste Ergebnis 
der Arbeitsversuche ist die Feststellung, daB der Milchsdureiiberschuls 
nach der Arbeit in der Héhe rascher und in gleichen Zeiten weitergehender 
beseitigt wird als im Tiefland. Gleichzeitig wurde gefunden, daB der 
zeitliche Abfall nach der Arbeitsleistung bei den Bicarbonatversuchen 
in der Héhe auf einem héheren Niveau ablauft. Bei andauernder 
maBiger Arbeit (Ménchbesteigung) liegt das Gleichgewicht zwischen 
gebildeter und verschwindender Milchséiure im Blute sehr niedrig. 
bei der Bicarbonatgruppe aber héher als bei der NH,Cl-Gruppe. Im 
Gegensatz zu diesem Verhalten in der Héhe sind im Tiefland solche 
Differenzen nicht festzustellen. 3 Minuten nach der Arbeit liegen zwar 
auch hier die Bicarbonatwerte etwas héher, nach 15 Minuten ist aber 
dieser Unterschied verschwunden. Es zeigt sich also, daB fiir die Regu- 
lation des Blutmilchsaiurespiegels nach der Arbeitsleistung, vor allem 
im Héhenklima, die Lage der Alkalireserve im Blute eine maBbgebende 
Rolle spielt. Es muB8 sich hierbei um einen anderen Zusammenhang 
handeln, als bei der Regulation der Ruhemilchsaiure, die durch wechsel- 
seitige Verkniipfung der aeroben Glykolvse der Blutzellen mit Anderungen 
des Saure-Basengleichgewichts erklart werden konnte, denn die Milch- 
sdure stammt aus dem arbeitenden Muskel. Der Umfang der Milch- 
siurebildung ist dabei bestimmt durch die GréBe der geleisteten Arbeit 
und die Sauerstoffversorgung®, die bei beiden Gruppen als gleich grol 
angesehen werden darf. Eine meBbare Steigerung durch so geringfiigige 
Anderungen des Alkaligehalts des Bluts, wie sie durch Einnahme 
von 18g Bicarbonat verursacht werden, erscheint unwahrscheinlich, 
ebenso wie eine direkte Beeinflussung der oxydativen Milchsaéure- 
resynthese, deren Hemmung die gleiche Wirkung hatte. Da aber eine 
betrachtliche Erhéhung des Milchsaiurespiegels bei den Bicarbonat- 
gruppen gefunden wird, mu untersucht werden, wie ein solches Ein- 
greifen iiberhaupt denkbar ist. 

1 QO. Warburg, K. Posener u. E. Negelein, diese Zeitschr. 152. 309, 1924. 

- 2? BE. Wittkower, Ptliigers Arch. 233, 607, 1933. — * Vgl. O. Meyerhof, 
Die chemischen Vorgiange bei der Muskelkontrakticn. Berlin 1930. 
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Unter der Annahme, da Milchséiurebildung und = -resynthese 
bei beiden Gruppen gleich groB war, kann der erhéhte Blutmilchsaéure- 
spiegel der Bicarbonatgruppen auf folgende Weise entstehen: 1. Abflub- 
hemmung: die von den tatigen Muskeln im UberschuB an das Blut 
abgegebene Milchsiure kann von den fiir die Resynthese in Frage 
kommenden Orten (Muskulatur Leber, Herz, Lunge) nicht im gleichen 
MaBe aus dem Blut herausgenommen werden wie bei den NH,CI- 
Gruppen. 2. ZufluBsteigerung: von dem im tatigen Muskel gebildete 
MilchsauretiberschuB kann mehr in das Blut gelangen, als bei den 
NH,Cl-Gruppen. 3. Gemeinsame Wirkung von AbfluBhemmung 
und ZufluBsteigerung. Damit wird die Lage des Blutmilchsaiurespiegels 
als MaBstab fiir die Regulation des Zu- und Abflusses der Milchsaure 
vom und zum Gewebe betrachtet. Das eine solche Regulation statt- 
findet, geht aus Versuchen von .Wond und Netter! hervor, die aus Durch- 
str6mungsversuchen am Frosch zu der Annahme eines besonderen 
Regulationsmechanismus in der Muskelfasergrenzschicht gefiihrt wurden. 
Ohne die speziellen Vorstellungen von Mond und Netter auf die Ver- 
haltnisse am Menschen zu iibertragen, soll versucht werden, unsere 
Ergebnisse im Sinne der von .Wond und Netter entwickelten Vorstellungen 
zu erklaren. 

Fir jedes aus dem Blut an die Orte der Resynthese (im folgenden 
kurz als R bezeichnet) iibertretende Mol Lactat muB im Blute, unter 
der (experimentell fiir den Muskel begriindeten) Annahme, dai} das 
Kation (Na) nicht permeiert, ein Mol Kation zuriickbleiben. Bei der 
Resynthese in R entstehen aber pro Mol verbranntem Milchsaure- 
aquivalent 3 Mol Kohlensaure, die in das Blut hineinwandern und dort 
mit dem Kation Bicarbonat bilden kénnen. Bei einem Oxydations- 
quotienten von 3 halten sich Lactatschwund und Bicarbonatbildung 
unter der Annahme dieses einfachen Gleichgewichts gerade die Waage 
und das Katiou im Blute geht vollstandig vom Lactat zum Bicarbonat 
iiber. Nimmt man fiir den Vorgang der Milchsiureresynthese beim 
Menschen einen Oxydationsquotienten von 5 an (Dietrich und Zeyen®), 
dann lefert R nur drei Fiinftel der zur Bindung des Kationeniiber- 
schusses benétigten Kohlensaure. Anders verhalt es sich an den Stellen, 
wo aus dem tatigen Muskel Milch:éure in das Blut iibertritt. Jedes 
von diesen Stellen WV in das Blut tibertretende Mol Milchsaure bildet 
bilanzmaBig auf Kosten des Bicarbonats Lactet, wobei 1 Mol Kohien- 
siure frei wird und durch Abdunstung verschwindet (Ansteigen des 
Respirationsquotienten unmittelbar nach der Arbeit vgl. Hill3, Rein‘). 


1 R. Mond u. H. Netter, Pfliigers Arch. 230, 42, 1932. 2 8. Dietrich 
u. M. Zeyen, .Zeitschr. f. klin. Med. 120, 517, 1932. — * A. V. Hill, 


C.N.H. Long u. H. Lupton, Proc. Roy. Soc. B. 96, 438, 1924; 97, 84, 1924. 
4 H. Rein, Naunyn-Schmiedebergs Arch. 171, 363, 1933. 
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Analog ist der hohe Respirationsquotient bei Adrenalinwirkung der 
Milchsdureausschiittung und nicht der Kohlenhydratverbrennung zuzu- 
schreiben (Cori!). Unter der Annahme, dafi die weiteren Kompen- 
sationsvorgange, die mit dieser Verschiebung der Alkalireserve einher- 
gehen, an den Stellen VW und R im Blute in gleicher Weise, aber in ent- 
gegengesetzter Richtung ablaufen, heben sich diese Vorgaénge bei der 
hilanzmaBigen Betrachtung des Uberganges der Milchséiure von 
nach R gegenseitig auf und es entsteht bei dem ganzen Vorgang ein 
Kohlensauredefizit im Blute, wenn es nur auf R# als Kohlenséurequell 
angewiesen ware. Im Tiefland kénnen die restlichen zwei Finftel 
CO,-Defizit aus anderen CO,-Quellen gedeckt werden. Im Héhenklima 
liegen die Verhaltnisse aber anders. Die Abnahme der Alkalireserve 
in der Hohe zeigt deutlich, daB im Blute das normale Saéure-Basengleich- 
gewicht, das durch den vermehrten Verlust aus CO,-Abdunstung 
gestort wurde, nicht mehr gehalten werden kann, daB also die normale 
Regulation durch Beanspruchung der im Kérper vorhandenen CO,- 
Quellen den Anforderungen nicht geniigt. Auch hier iibernimmt die 
Milchsaure die Rolle der fehlenden Kohlenséure und wird in den Fallen, 
wo die Gefahr der Alkalose besonders groB ist (namlich bei den Bi- 
carbonatgruppen), auf einem héheren Spiegel im Blute gehalten. Im 
Tiefland, wo die CO,-Quellen ausreichen, besteht dieser Unterschied 
15 Minuten nach der Arbeit nicht mehr. Diese Uberlegungen lassen die 
Unterschiede im Verhalten der Blutmilchséure nach Arbeit, die zwischen 
der NH,Cl- und der NaHCO ,-Gruppe im Héhenklima bestehen, ver- 
standlich erscheinen. 

Zur Erklarung der fiir alle Versuche geltenden Feststellung, dab 
der MilchséureiiberschuB nach der Arbeit in der Héhe rascher und in 
gleichen Zeiten weitgehender beseitigt wird als im Tiefland, muB eine 
Beschleunigung der Milchséiureresynthese gefordert werden. Die Re- 
synthese hangt vor allem vom schnellen Transport der Milchséure 
an die resynthesefahigen Orte ab, das hei®t von dem Durchblutungs- 
grad. Nach Untersuchungen von Ewig und Hinsberg (1. c.) steigt das 
Blut-Minutenvolumen nach einer geleisteten Arbeit auf dem Jungfrau- 
joch um 60°, mehr an als unter den gleichen Bedingungen im Tiefland. 


‘Man darf nach einer Arbeitsleistung im Héhenklima wohl immer mit 


einem gréBeren Durchblutungswert? rechnen, als er auf Meereshéhe 
auftreten wiirde (Barcroft®). Dementsprechend ist, solange die Sauer- 
stoffversorgung hierzu noch ausreicht, auch eine gesteigerte Resynthese- 
fahigkeit fur die Milchséure vorhanden. Neben der Resynthese sind fiir 
das Verschwinden der Arbeitsmilchsiure aus dem Blut noch die Aus- 

1 C.F. Cori, J. of biol. Chem. 68, 253, 1925. — * Vgl. A. Fleisch u. 
I. Sibul, Pfliigers Arch. 281, 787, 1933. — *° J. Barcroft, Die Atmungs- 
funktion des Blutes. Berlin 1927. 
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scheidung bzw. der oxydative Abbau der Milchséure heranzuziehen. 
Die Bedingungen fiir eine Ausscheidung von Milchsaure durch Schweib- 
bildung, wie sie gerade bei gut trainierten Menschen bei groBen An- 
strengungen gefunden wird (Snapper und Griinbaum?), sind ebenfalls 
im Héhenklima besonders giinstig. SchlieBlich muB auf Grund von 
Versuchen von Winterstein und Gollwitzer- Meyer? an die Méglichkeit 
eines oxydativen Abbaues von Milchséure in den Lungen im Héhen- 
klima gedacht werden. 

Unter Beriicksichtigung dieser Tatsachen ist eine schnellere Be- 
seitigung des Milchséureiiberschusses nach Arbeit im Héhenklima 
gegeniiber dem Tiefland durchaus verstandlich. Es gilt das allerdings 
nur solange, als die fiir eine Milchséureresynthese notwendige Sauerstoff- 
menge zur Verfiigung gestellt werden kann. 

Der MilchsaéureiiberschuB, der nach unseren Arbeitsversuchen 
auf dem Jungfraujoch in den 3-Minuten-Werten gemessen wurde, 
war nur um 12°, gréBer als bei den entsprechenden Versuchen im Tief- 
land. Bei zunehmender Héhe und steigendem O,-Mangel ist jedoch 
ein immer starker werdendes Anwachsen des Milchséureiiberschusses 
nach Arbeit zu erwarten. Das beweisen die Ergebnisse unserer Unter- 
druckkammerversuche bei 316 mm Hg (7300 m Hohe), wobei 3 Minuten 
nach einer kleinen Arbeit (zehn Kniebeugen) im Mittel ein Anstieg 
der Blutmilchséiure um 255°, gegeniiber den kurz vorher unter gleichen 
Bedingungen bei 725mm Hg (500m Hohe) erhaltenen Werten auf- 
getreten ist. Daf dann bei so hochgradiger Anoxamie trotz optimaler 
Muskeldurchblutung auch die Milchséiureresynthese bzw. der Abbau 
verzogert ablaufen, darf mit Sicherheit angenommen werden. 


Zusammenfassung. 


1. Das Verhalten der Blutmilchséure in Ruhe und nach Arbeit 
wurde im Tiefland und im Héhenklima unter willkirlicher Beeinflussung 
des Saéure-Basengleichgewichts durch Ammonchlorid- und Natrium- 
bicarbonateinnahme an vier Teilnehmern untersucht. 

2. Die Ruhe-Blutmilchsaéure ist im Tiefland konstant. Bei drei 
aufeinanderfolgenden Fahrten auf das Jungfraujoch (3457 m) war der 
Milchsaurespiegel nach der ersten Nacht in der Hohe niedriger als im 
Tiefland. Mit jeder weiteren Nacht in der Héhe wurde eine zunehmende 
Erhéhung tiber den Tieflandwert gefunden. Nach Bicarbonateinnahme 
ist dieser Effekt viel deutlicher, als nach Zufiihrung von Ammonchlorid. 
Nach der gleichen kurzen, aber anstrengenden Arbeitsleistung ist der 
Blutmilchsaurespiegel im Tiefland und in der Héhe stark erhéht und 


1 J. Snapper u. A. D. Griinbaum, Med. Wochenschr. 54, 1494, 1928. 
— *? H. Winterstein u. K. Gollwitzer-Meyer, Pfliigers Arch. 219, 202, 1928. 














8S H. Hartmann u. A. von Muralt. 


zwar liegt er 3 Minuten nach beendeter Arbeit in der Héhe héher als 
im entsprechenden Tieflandversuch, 15 Minuten nach der Arbeit da- 
gegen niedriger. Der MilchséureiiberschuB nach Arbeit wird demnach 
in der Héhe rascher und in gleichen Zeiten weitgehender beseitigt als 
im Tiefland. Dieser stirkere zeitliche Abfall ist bei den Bicarbonat- 
und den Ammonchloridgruppen in gleicher Weise vorhanden, bei den 
Bicarbonatgruppen verlauft er aber auf einem wesentlich héheren 
Niveau. Im Tiefland dagegen gleicht sich der 3 Minuten nach der Arbeit 
bestehende starke MilchséureiiberschuB der Bicarbonat- gegeniibe: 
der Ammonchloridgruppe in 12 Minuten véllig aus. Bei maBiger lan- 
gerer Arbeit (Besteigung des Ménchs, 4100 m) ist der Milchsaurespiege! 
in der Héhe nur wenig héher als bei Ruhe. 

3. In allen Versuchen sind die Milchséurewerte bei der Gruppe, 
die unter Bicarbonatwirkung steht, immer héher, als diejenigen der 
Ammonchloridgruppe, unabhangig von der jeweiligen individuellen 
Zusammensetzung der Gruppe. 

4. Eine giinstige Wirkung des Ammonchlorids auf die Arbeits- 
fahigkeit in der Héhe zeigt sich im Verhalten der Pulse nach der Arbeit. 

5. Auf Grund der gewonnenen Ergebnisse erscheint es méglich, 
daB im Héhenklima die Milchsiure die Rolle der Kohlenséiure im Blute 
teilweise tibernehmen und damit als dritter Pufferungsmechanismus 
betrachtet werden kann. 


Herrn Schulz danken wir fiir die, auch unter teilweise erschwerten 
Bedingungen zuverlassig ausgefiihrten Milchsdiurebestimmungen. 
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Uber die enzymatische Gleichgewichtsreaktion zwischen 
Hexosediphospkorsiure und Dioxyacetenphosphorsiure’. 


Von 
0. Meyerhof und K. Lohmann. 
(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung, Heidelberg.) 
(Eingegangen am 31, Mdrz 1954.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die Annahme, da intermediér Triosephosphorséure bei der 
Garung und Milchsaurebildung der Zucker entstiinde, ist alt, und schon 
einer der ersten Entdecker der Phosphatveresterung bei der alko- 
holischen Garung, Jwanov, hielt das isolierte Produkt fiir eine Triose- 
phosphorsadure?, bis Harden und Young bewiesen, daB es sich in Wirklich- 
keit um Hexosediphosphorsdiure handelt. Seither hat die Annahme, 
daB die Hexoseester zunachst in einen Trioseester gespalten wiirden, 
in vielen Garungsschemata figuriert, z. B. in dem von Lebedew* sowie 
Euler*. Diese Hypothese lag nahe, griindete sich aber nur auf 
theoretische Uberlegungen, denn nicht nur war eine solche Triosephos- 
phorséure niemals isoliert worden, sondern man kannte auch nicht 
einmal ihre chemischen Eigenschaften, durch die sie sich hatte 
erkennen lassen. 

Experimentell wurde dieses Problem erst einer Bearbeitung 
zuganglich, als H. Fischer und E£. Baer eine Triosephosphorsaure be- 
stimmter Konstitution, die 3-Glycerinaldehydphosphorsaure, syntheti- 
sierten5. Das biologische Verhalten derselben gab der Hypothese 
eine weitere Stiitze, denn die eine optische Komponente dieses syn- 
thetischen Esters vergart glatt® und bildet ebenso Milchséure im Muskel- 
gewebe? und lagert sich ferner in derselben Weise wie Hexosediphosphat 
im fluoridvergifteten Enzymextrakt in ein Gemisch von «-Glycerin- 
phosphorséure und Phosphoglycerinséure um’. Aber auch dies stellt 
noch keinen strengen Beweis dar; dafiir muB eine solche Verbindung 
bei der Spaltung des phosphorylierten Zuckers isoliert und auf Grund 


1 Vorlaufige Mitteilung Naturwiss. 22, 134, 220, 1934. — * Centralbl. 
f. Bakt., Abt. II, 24, 1, 1909. — * Lebedew, Chem. Ber. 44, 2932, 1911. 
— * Euler, Chemie der Enzyme, 3. Aufl., 1, 336, 1925. — ® H. Fischer 
u. £. Baer, Chem. Ber. 65, 337 u. 1040, 1932. — °® Smythe u. Gerischer, 
diese Zeitschr. 260, 414, 1933. — 7 Vgl. Embden, Deuticke u. Kraft, Klin. 
Wochenschr. 12, 213, 1933. Diese Autoren nahmen auch die Bildung einer 
intermediaren Triosephosphorséure an. — *® O. Meyerhof u. W. Kiessling, 
diese Zeitschr. 264, 40, 1933; 267, 313, 1933. 
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ihrer chemischen Eigenschaften als eine bestimmte Triosephosphorséure 
erkannt werden. Auch die Vorstellung, daB eine intermediare Triose- 
phosphorsaéure sich zu Hexosediphosphorséure kondensieren kénnte 
und da dieser Vorgang die Anhaufung der Harden-Youngschen Saure 
bei der Zuckervergérung im Hefeextrakt erkliren kénnte, ist von ver- 
schiedenen Autoren vertreten worden!. Auch hierfiir lagen keine 
direkten experimentellen Unterlagen vor. 

Im folgenden teilen wir mit: 

1. Die Feststellung von Triosephosphorséure bei der Einwirkung 
von dialysiertem Muskelextrakt auf Hexosediphosphorsaure? und den 
Nachweis, daB es sich um Dioxyacetonphosphorsaure handelt? ; 

2. die Eigenschaften des Ferments (,,Zvmohexase"’), das Hexose- 
diphosphat in Dioxyacetonphosphat umwandelt ; 

3. die Gleichgewichtsreaktion Hexosediphosphorsiure @ 2 Dioxy- 
acetonphosphorsaure ; 

4. die Isolierung der Dioxyacetonphosphorsaiure und der durch 
enzymatische Synthese aus ihr gebildeten Hexosediphosphorsaure. 


I. Erkennung der Triosephosphorsiure. 

Das Studium der 3-Glycerinaldehydphosphorsaéure von H. Fischer 
lehrte eine Reihe von Reaktionen kennen, durch die sie sich scharf 
von der Hexosediphosphorsaure unterscheidet und woraus man sie 
ohne Isolierung erkennen kann. Wird sie nach der Vorschrift von 
K. Lohmann inn HCI bei 100° hydrolysiert, so erweist sie sich nicht nur 
als noch leichter hydrolysierbar als die Hexosediphosphorsaure, sondern, 
was noch charakteristischer ist — es entsteht gleichzeitig eine aqui- 
molekulare Menge Methylglyoxal nach der Gleichung: 


C.OH COH 
| | 

' CHOH = CO+ H3PQ,. (1) 
CH, 0. Hy POs CHs 


In alkalischer Loésung zerfallt sie schon bei Zimmertemperatur in 
wenigen Minuten glatt in Phosphat und Lactat. Da unter den gleichen 
Umstainden aus Methylglyoxal Milchsdure entsteht, kann man an- 


' 7. B. Nilsson, diese Zeitschr. 258, 198, 1933. — *? Wir danken der 
Firma I. G. Farbenindustrie A.-G., Werk Elberfeld, auch an dieser Stelle 
fiir die Uberlassung gréBerer Mengen von Caleium- und Magnesium-Hexose- 
diphosphat. — * Anmerkung bet der Korrektur. Inzwischen erhielten wir 
Kenntnis von einem Vortrag von Dische (Akadem. Anzeiger Nr. 19, Ak. d. 
Wiss., Wien, Sitzung vom 19. 10. 1933), wonach der Autor die Bildung 
einer Triosephosphorsdure aus Hexosediphosphorsaure durch hamolysierte 
Erythrocyten festgestellt hat, indem er — ohne Phosphatabspaltung - 
eine Umwandlung der Hexosephosphorséure in eine Verbindung beob- 
achtete, die durch Destillation mit Schwefelsiure Methylglyoxal liefert. 
Die Verbindung wurde nicht isoliert. 
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nehmen, daB auch hier zunachst bei der Umlagerung Methylglyoxal 
auftritt. SchlieBlich laBt sich, wie schon Fischer und Baer angaben, 
die Glycerinaldehydphosphorsaéure mit Jod nach Willstatter und Schudel 
titrieren, wahrend Hexosediphosphat als Ketosederivat praktisch keinen 
Jodverbrauch zeigt?. 

LaBt man dialysierten Muskelextrakt mit Hexosediphosphat 
stehen, so tritt bei Zimmertemperatur in 1 bis 2 Minuten eine Ver- 
bindung auf, die die erstgenannten Eigenschaften besitzt. Am leich- 
testen erkennbar ist sie durch alkalische Verseifung. Diese Probe, 
die zur Erkennung auBerst bequem ist, ist jedoch nicht spezifisch, 
da wir unter bestimmten Umstanden in Garansadtzen einen anderen 
Phosphorsaureester aufgefunden haben, der auch durch Alkali verseift 
wird und dabei Milchsaure liefert und auch ahnlich leicht hydrolysierbar 
ist. Dieser gibt aber bei der Saurehydrolyse kein Methylglyoxal und tritt 
iibrigens auch unter den genannten Bedingungen in dialysierten Ex- 
trakten nicht auf. 

An Hand der Bestimmungen des ,.alkaliverseifbaren P* und unter 
gleichzeitiger Kontrolle der Methylglvoxalbildung nach Saurehydrolyse, 
wurde die Bildung der Triosephosphorsiure im Enzymextrakt verfolgt 
und ihre Isolierung durchgefiihrt. Gleichzeitig beobachteten wir das 
Verhalten sowohl der Trichloressigsaurefiltrate wie der als Ba- oder 
Ca-Salz abgeschiedenen Verbindung gegen Jod und Brom. — Hierbei 
tritt ein charakteristischer Unterschied gegeniiber der Glycerinaldehyd- 
phosphorsaéure zutage. Denn der Jodverbrauch steigt zwar gegentiber 
reinem Hexosedisphosphat etwas an, aber nicht entsprechend einer 
Glycerinaldehydphosphorsaure. Noch deutlicher ist dies, wenn man 
nicht den Jodverbrauch selbst zugrunde legt, sondern die Anderung, 
die der alkaliverseifbare P durch die Jodtitration erlitten hat. Bei 
Glycerinaldehydphosphorsaure verschwindet dieser durch die Titration 
fast vollstandig, in der natiirlichen Triosephosphorsaure aber nur zu 
10°. Dasselbe gilt mit Brom in neutraler Lésung. Der Bromver- 
brauch kann, wie schon Neuberg? gefunden hat, zur Unterscheidung 
von Glycerinaldehyd und Dioxyaceton dienen. DaB sich enzymatisch 
zur Hauptsache Dioxyacetonphosphorsaure bildet, ergab sich ins- 
besondere aus der Ubereinstimmung mit der Dioxyacetonphosphorsaure, 
die von W. Kiessling gleichzeitig in unserem Institut synthetisiert 
worden ist*, 

II. Ausfiihrung der Versuche. 
1. Sdureh ydrolyse. 


Zum Nachweis des Methylglyoxals laBt sich die Fallung als Dinitro- 
phenyl-bis-hydrazon nach Newberg hier nicht verwenden, weil das Dinitro- 


1 O. Meyerhof u. K. Lohmann, diese Zeitschr. 185, 113 (insbesondere 124), 
1927. — * C. Neuberg, diese Zeitschr. 223, 494, 1930. 3 W. Kiessling, 
Chem. Ber. 67, 869, 1934. 
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hydrazon der Triosephosphorsaure so unbestandig ist, daB es bei der Falluny 
groBtenteils in das Methylglyoxal-bis-hydrazon tibergeht'. Wohl geeignet 
ist dagegen die kolorimetrische Bestimmung nach Ariyama® mit Arsen 
wolframsaéure und KCN in sodaalkalischer Lésung. Diese Probe fallt mit 
reiner Glycerinaldehydphosphorséure und Dioxyacetonphosphorséur: 
negativ aus. Wenngleich durch die alkalische Reaktion eine nachtraglich: 
Verseifung stattfinden muB, so bedingt dies keinen Fehler, weil die Prob: 
nur auf das vor dem KCN-Zusatz vorhandene Methylglyoxal anspricht® 
So kann man die Methylglyoxalbildung in Gegenwart von Triosephosphor- 
siure nachweisen und bei der Saéiurehydrolyse die aquimolekulare Spaltung 
nach der obigen Gleichung (1) zeigen. Das ist in der Tabelle I geschehen 


Tabelle I. 


Saurehydrolyse der Trioseester (und Umwandlung der freien 
Triosen). 





Methyl- 
ecanee | tie? Green ee Mittel 
; bembiaaiee bySenzel vve. Dildetin%/) jy yo-3*  Mittelwert 
- weet (in n HCl) Ba el des theore- alidees  - 10 3 
tischen Ge- 
Min. halts 
1 Glycerinaldehydphosphor- 7 44 46 36,5 | 36 
saure (H. Fischer, altes 15 69,6 59 i. | 
Praparat) 30 87,4 70 (25,5) 
90 92,5 74 
2. Glycerinaldeh yd phosphor- 7 43,5 35,3 | 
saure (Kiessling, 15 71,5 37,0 36 
frisches Praparat) 30 92 36,8 | 
45 98 (40,2) 
3. Synthetische Dioxyaceton- 7 43,5 35,3 | 
phosphorsaure (Aiess- 15 70,0 34,2 34 
ling) 30 89,9 31,5 
45 99 
4 Natiirliche Triosephos- 7 46 ear 38,1 | 
phorsiure ** 15 72,6 58 36,8 37 
30 92,1 90 36,0 | 
45 97,6 99 (34,5) 
60 100 100 
5 | Freier Glycerinaldehyd 7 29,5 21,4 
15 64 36,3 27 
30 84 23,7 
60 92 
6 Freies Dioxyaceton 7 49 415 | a9 
15 74 i | aod 
30 100 


* Mit dekadischem log berechnet. ** Prozent vom alkaliverseifbaren berechnet. 
1 Vel. H.O. L. Fischer u. E. Baer, Chem. Ber. 65, 337, insbesondere 


345, 1932. — * J. of biol. Chem. 77, 359, 1928. — * Zur Theorie de: 
Reaktion: Smythe, Chem. Ber. 65, 819, 1268. 1932. 
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Altere Praparate der Triosephosphorséure enthalten stets erhebliche Mengen 
Methylglyoxal. Dabei sind die dioxyacetonphosphorsauren Erdalkalisalze 
noch unbestandiger als die der Glycerinaldehydphosphorséure. In der 
Tabelle I ist der Verlauf der Séurehydrolyse wiedergegeben, aus dem man 
ersieht, daB der A-Wert fiir die Trioseester genau gleich, namlich 35. 10-% 
ist, erheblich gr6Ber als fir Hexosediphosphorséure, wo er nach Lohmann! 
sowie MacLeod und Robison? fiir die ersten 50°, Spaltung zwischen 20 . 10 4 
und 10. 10°* liegt und dann fiir die zweite Phosphorséuregruppe aut 4. 10-4 
abfallt. Nach 15 Minuten sind von den Triosephosphorséuren 72°, aut- 
gespalten, von Hexosediphosphorséure 45°,.  Merkwiirdigerweise ist der 
K-Wert fiir die Umwandlung von Glycerinaldehyd und Dioxyaceton in 
Methylglyoxal nahezu derselbe wie fiir den hydrolytischen Zerfall der 
Trioseester. 
2. Alkaliverseifung. 

Der alkaliverseifbare P wurde stets so bestimmt, daB ein Teil einer 
salzsauren Lésung der Praparate bzw. des Trichloressigsaurefiltrats durch 
Zusatz desselben Volumens von 2 n NaOH auf eine Konzentration zwischen 
0,5 und 1,0 n Alkali gebracht wurde, nach 20 Minuten die zugesetzte Natron- 
lauge neutralisiert und der P-Gehalt mit dem des direkt bestimmbaren P 
verglichen wurde. Reine Priparate der Triosephosphorséure sind zu 100°, 
verseif bar. 

Die Konstante der Verseifungsgeschwindigkeit ist in 0,46n NaOQH 
bei 20° 180. 10-8 (bei dem groBen LaugentiberschuB nach der monomole- 
kularen Reaktionsformel berechnet). Die Halbwertszeit betrigt etwa 
100 Sekunden, die Aufspaltung ist nach 11 bis 12 Minuten praktisch voll- 
standig. Die Konstante ist zwischen den gemessenen NaQH-Konzentra- 
tionen von 0,1 bis 1.0m NaOH der (OH)~ umgekehrt proportional. Sehr 
viel schneller verlauft die Verseifung in Gegenwart von Erdalkali; hier 
werden jedoch in wechselnder Menge P-Verbindungen gebildet, die in der 
Kalte nicht verseifbar sind. Die mit Erdalkali erhaltenen Werte sind daher 
immer niedriger als die Alkaliwerte. 

Die gleichzeitig bei der Verseitung auftretende Milchséure kann nach 
der modifizierten Methode von Shaffer, Cotonio und Friedemann ohne 
Fehler bestimmt werden, da die reine Triosephosphorséure direkt nur ganz 
unbedeutende Mengen von Aldehyd gibt. Dagegen darf fiir die Milchséure- 
bestimmung in Gegenwart von Trioseestern nicht, wie es von anderer Seite 
geschehen ist, eine vorherige Kupfer-Kalkbehandlung des enteiweiSten 
Extraktes stattfinden, weil hierbei die Triosephosphorséure schon teilweise 
verseift wird, wobei wechselnde Mengen Milchséure auftreten. Als Belege 
fiir die bei der Verseifung gebildete Milchséiure mégen die folgenden Bei- 
spiele dienen: 

Glycerinaldehydphosphorsaures Ca-Salz gefunden: I. Préparat: 10 mg 
Substanz; veraschbares P,O,; 2,9 mg, alkaliverseifbares P,0; 2.9 mg, 
Milchséure durch Verseifung 3,1 mg (erwartet 3,7 mg). II. Praparat : 
80,5°, verseifbar, pro 1 cem, verseifbares P,O, 1,85 mg. Milchséure dabei 
2,34 mg (erwartet 2,38 mg). 

Synthetische Dioxyacetonphosphorséure mit 95,5°, alkaliverseifbarem 
P,O, in leem Lésung erhalten: verseifbares P,O; 6.3 mg, Milchsaure dabei 
8.8 mg (erwartet 8,2 mg). 


 K. Lohmann, diese Zeitschr. 194, 306, 1928. — * MacLeod u. Robison, 
Biochem. J. 27, 286, 1933. 
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Natirliches triosephosphorsaures Ba-Salz (Bisulfitverbindung) mit 
92°. verseifbarem P. In 20mg Substanz: verseifbares P,O,; 2.31 mg, Mileh 
saure dabei 3,10 mg (erwartet 2,96 mg). 

Methylglvoxal nach Saurehydrolyse gebildet 2,55 mg (erwartet 2.35 mg 


3. Jod- und Bromtttration. 


Die Jodtitration wurde in der Modifikation von Gébel ausgefiihrt! 
wobei haufig an Stelle von n/10 NaOH 0,2 mol. Na,CO, in der 1! /,fache: 
Menge des Jodzusatzes (n/10) zur Neutralisierung verwandt wurde. — In 
beiden Fallen erhielt man mit reiner Glycerinaldehydphosphorséure fast 
genau den theoretischen Wert (2.0 cem n/1l00 Jod 0.9 mg Triose), mit 
synthetischer Dioxyacetonphosphorsaure je nach deren Reinheitsgrad etws 
ein Drittel desselben. Andere Modifikationen, z.B. Zusatz von Soda 
hicarbonatgemischen nach Auerbach und Bodlaender? oder festem Bicarbonat 
im UberschuB, bewahrten sich auch fiir Glycerinaldehydphosphorsiur: 
nicht. Indessen ist der Jodverbrauch mit Dioxyacetonphosphorsaure ode: 
in Enzymloésungen, die Triosephosphorsaiure enthalten, zur Hauptsache 
auf das Vorliegen von Methylglyoxal oder anderen jodoformgebenden 
Substanzen zu beziehen. Beweisender ist daher das Verhalten des alkali- 
verseifbaren P vor und nach der Jodtitration. Bei den verschiedenen 
Clycerinaldehydphosphorsaurepraparaten verschwinden durch die Oxyvda 
tion mit Jod gut 80°, (bei ganz reinen Praparaten wiirde wohl alles ver 
schwinden). Dabei wird kaum anorganisches Phosphat abgespalten, dagegen 
ein schwer hydrolysierbarer Ester gebildet, offenbar Phosphogl ycerinséure. 
Bei der synthetischen Dioxyacetonphosphorsadure bleibt dagegen det 
alkaliverseitbare P vollstandig erhalten. In den isolierten Praparaten det 
nattirlichen Triosephosphorsaure und ebenso in den enteiweiBten Losungen 
derselben findet ein geringer Verbrauch von etwa 10°, statt. der aber mit 
Abspaltung von anorganischem Phosphat verbunden ist. Je ein Beispie! 
fiir die verschiedenen Praparate ist in der Tabelle II gegeben. 

Ganz entsprechend verhalt sich der Bromverbrauch. Hierfiir werden 
0,5 bis | cem der gerade neutralisierten Lésung eines Praparats mit | cen 
etwa n/10 Brom (mit K Br-Zusatz) in zugeschmolzenen R6éhrchen mehrere 
Tage im Dunkeln gehalten und dann unter Zusatz von KJ und H,SO, 
mit n/100 Thiosulfat titriert. Nach dreitagigem Stehen war bei Glycerin 
aldehydphosphorsaure etwas mehr als der theoretische Endwert erreicht. 
der nach 5 Tagen noch um weitere 10°, anstieg. Dabei waren 88°, des 
alkaliverseifbaren P verschwunden. 

Bei der synthetischen Dioxyacetonphosphorsaure und der natiirlichen 
Triosephosphorsaure waren dagegen bei wechselndem Bromverbrauch in 
5 Tagen nur 8 bis 25°, des verseifbaren P verschwunden. Hierbei wat 
anorganisches Phosphat abgespalten und kein schwerhydrolysierbare1 
Ester gebildet. Man darf den iiberschiissigen Verbrauch an Halogen aut 
Zersetzungsprodukte bzw. Verunreinigungen beziehen und kann an dem 
verseifbaren P erkennen, wieviel von der reinen Verbindung angegriffen ist. 
Dabei bleibt die Méglichkeit, daB in der natiirlichen Triose phosphorsaure eine 
kleine Menge Glycerinaldehydphosphorsaure enthalten ist; dies kann jedoch 
keinesfalls mehr als etwa 10°, sein und wie Tabelle Il, Nr. 4 zeigt, gilt das 
gleiche schon fiir die enteiweiBte Enzymlésung, so daB bei der Darstellung 
des Erdalkalisalzes keine Bevorzugung in der Isolierung des Dioxyacetonesters 
und auch keine nachtragliche Anderung der Konstitution dabei stattfindet. 


' J. of biol. Chem. 72. 801, 1927. — * Zeitschr. f. angew. Chem. 1923, 
S. 602. 
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4. Andere Erkennungsmittel der Trioseester. 


Als weitere Methode zur quantitativen Bestimmung von Triosephosphotr 
saure in Gegenwart von Hexosediphosphorséure kann die Titration mit 
Bisulfit dienen. Ein qualitatives Erkennungsmittel ist ferner die Oxydation 
in konzentrierter Phosphatlésung. Weniger brauchbar sind die Unter: 
schiede bei den Zuckerreduktionsproben. Ebenso wie die Triosen geben 
auch thre Phosphorséureester in ganz schwach saurer Lésung bestandigy 
Bisulfitverbindungen, die in bicarbonatalkalischer Lésung zerfallen. Danach 
lassen sie sich, ebenso wie Brenztraubenséiure und Acetaldehyd mit Bisulfit 
titrieren, sowohl indem man eine gemessene Menge Bisulfit zugibt und das 
nicht gebundene Bisulfit titriert, als auch indem man nach Clausen durch 
Zugabe von festem Bicarbonat die Bisulfitverbindung aufspaltet und das 
hierbei frei gesetzte Bisulfit mit n/200 Jod titriert. In dieser kurzen Zeit 
stért die Zersetzlichkeit der Trioseester in Bicarbonatlésung nicht. Man 
erhalt bei unseren Mengenverhaltnissen zwischen 90 und LOO °, des theoreti- 
schen Wertes. 

Die Oxydation der Trioseester in konzentrierter Phosphatlésuny 
verhalt sich ahnlich wie die der freien Triosen, die von Wind! studiert 
worden ist. Ahnlich wie diese nehmen Glycerinaldehydphosphorsaéure und 
die natiirliche Triosephosphorséiure in Gegenwart von 2.10°4mol. Cu 
ziemlich genau 1 Mol O, auf. Ohne Cu ist die Oxydation nicht nur langsamer 
sondern auch unvollstandiger. 

Die Bestimmung der Reduktionswerte nach Sha/fer-Hartmann und 
Bertrand-Michaelis gibt keine gut reproduzierbaren Resultate, was sich 
durch die Alkaliempfindlichkeit der Trioseester erklart. Bei der Titration 
nach Hagedorn-Jensen findet man pro Mol eine Reduktion, die nur knapp 
der Halfte derjenigen von Glucose entspricht, wahrend die freien Triosen 
denselben Verbrauch an Ferricyanid geben wie Glucose. 


Ill. Die Eigenschaften der ,,.Zymohexase*. 

Das Ferment, welches die Umwandlung Hexosediphosphorsaéure 
= 2 Dioxyacetonphosphorséure herbeifiihrt, nennen wir Zymohexase. 
Diese ist in so groBem UberschuB vorhanden, daB das Gleichgewicht, 
das unter ihrer Einwirkung entsteht, im lebenden Muskel fast momentan 
eintreten muB und dab, wo auch immer Hexosediphosphat im Gewebe 
auftritt und umgesetzt wird, gleichzeitig eine meBbare Menge Dioxy- 
acetonphosphorsaure vorhanden sein muB und umgekehrt. 

Als Fermentlésung dient in der Regel Kaninchenmuskelextrakt, 
hergestellt mit 3 Teilen dest. Wasser auf 2 Teile Muskel®, der 3 Stunden 
bei Zimmertemperatur inaktiviert und dann 20 Stunden in gut durch- 
lassigen Kollodiumhiilsen gegen dest. Wasser dialysiert war. Er soll 
dadurch vollstandig von Adenylpyrophosphat und Magnesium befreit 
werden. Als Substrat dient Natriumhexosediphosphat (nicht Magnesium- 
hexosediphosphat). Mit Mg kann, wie von Lohmann gezeigt®, cin 


1 Wind, diese Zeitschr. 159, 58, 1925. — * Weitere Extraktionen 
liefern fast ebenso wirksame Ausziige. — * A. Lohmann, diese Zeitschr. 


262, 137, 1933. 
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Phosphorsauregruppe aus Hexosediphosphat abgespalten werden. Die 
Kinstellung des Gleichgewichts ist nur dann genau, wenn von allen an 
der Umwandlung des Hexosediphosphats beteiligten Enzymen das 
hier beschriebene fiir sich allein wirksam ist. 


A. Verdiinnuny. 

Wenn man einen derartig hergestellten Muskelextrakt noch viermal 
verdinnt, so ist der Endpunkt des Umsatzes des Hexosediphosphats 
bei 20° schon in 15 Sekunden zu drei Viertel erreicht, nahezu vollstandig 
in 1 Minute. Verdiinnt man immer weiter, so kommt man schlieBlich 
zu einer Grenze, wo das Gleichgewicht auch in langer Zeit nicht mehr 
vollstandig erreicht wird. Als mittlere Substratkonzentration wahlten 
wir 4,2. 10°% mol. gebundenes Phosphat und die Temperatur von 20°. 
In diesem Falle entspricht das Gleichgewicht einer Verteilung von 

0.33 'Triose-P 

0.67 Hexose-P 
(Schwankungen zwischen 31 und 36°, Triose-P liegen in der Fehlergrenze). 
Hierbei ist die Konzentration auf Mol Phosphat, nicht auf Mol Ester 
hezogen. Die Grenze der Wirksamkeit des Ferments hangt natiirlich 
auch von der Herstellung und dem Alter der Extrakte ab. Diese wurden 
nach ein- bis achttagiger Aufbewahrung im Eisschrank verwendet. 
Aus der Tabelle I ergibt sich, daB das Gleichgewicht bei 160facher 
Verdiinnung des Extraktes innerhalb 15 Minuten vollstandig erreicht 
wird, bei 400facher Verdiinnung nur angendhert in 45 Minuten. 

Geringer ist die Konzentration des Ferments im Mazerationssaft, 
wie die Versuche 9 bis 12 der Tabelle [IV zeigen. Dabei ist der Ma- 


Tabelle IV. 
Prozent Trioseester bei Verdiinnung des Fermentextraktes. 
(Fettdruck: Gleichgewichtsverteilung, vgl. S. 101). 








f ; - Tielfaches der %'5 erreicht in Minuten 

Nr ; 14 Extrakt ‘eee p = . 
1 3 15 45 

1 12. I. 4 315 

2 13. II. 4 30,7 

3 13. LL. 16 315 

4 13. IL. Dialysierter 40) 20,5 33 

5 13. I. Muskelextrakt 160 14 31 

6 19. IT. 160 14,4 305 

7 19. IT. 400 6 15,2 25 

8 19. I. 800 4 13 

9 } 13. IL 16 33.6 

10 | 14. IL. | Dialysierter 16 31 

11 || 14. IL Mazerationssaft 40 22.4 

12 |) 14. IL | 169 8 18,5 

Biochemische Zeitschrift Band 271. ” 
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zerationssaft (4 Teile Wasser auf 1 Teil Trockenhefe) noch selbst in 
bezug auf Zellsubstanz 2,5mal so konzentriert. Jedoch ist die Lage 
des Gleichgewichts mit Mazerationssaft dieselbe wie mit Muskelextrakt. 


B. Thermostabilitat. 

Das Ferment ist relativ thermostabil. 10 Minuten langes Erwarmen 
auf 50° schadigt es nicht merklich. Nach 10 Minuten langem Er- 
wairmen auf 60° wird der Umsatz verlangsamt, aber bei vierfacher 
Verdiinnung des Extraktes das Gleichgewicht in 15 Minuten vollstandig 
erreicht. Bei 30 Minuten langem Erwarmen auf 60° oder 10 Minuten 
langem Erwarmen auf 70° wird das Ferment unwirksam. 


C. Fdllung und Adsorbierbarkeit des Ferments. 


Durch Aceton (und ebenso durch Alkohol) laBt sich das Ferment 
ausfillen und nach Trocknung mit Ather als Pulver aufbewahren. 
Ein solches Pulver, nach 5 Wochen gepriift, zeigte unveranderte Wirk- 
samkeit. Ein Wasserauszug einer Menge, die der 16fachen Verdiinnung 
des Extraktes entsprach, setzte in 3 Minuten bis zum Gleichgewicht 
(34°, Triosephosphat) um, wie es dem Ausgangsextrakt entspricht. 


Das Ferment ist leicht wasserléslich und entsprechend schlecht adsor- 
bierbar. Als Adsorbentien dienten Wéllstdttersche Tonerdepriparate B 
und C* sowie Fasertonerde von Merck. Wird bei neutraler Reaktion ein 
vierfach verdiinnter Muskelextrakt mit ein Achtel seines Volumens einer 
Tonerdeaufschwemmung versetzt, so zeigt sich, daB die Lésung bei einer 
Verdiinnung | : 40 des Ausgangsextraktes in 3 Minuten 14,4 °°), in 15 Minuten 
31°,, Triosephosphorséure gebildet hat und etwa einem 160fach verdiinnten 
Extrakt gleichwertig ist. Das Adsorbens selbst enthalt weniger, indem nach 
3 Minuten 5,6°,, nach 15 Minuten 28°, Trioseester entstanden sind. Bei 
noch gréBeren Verdiinnungen, die 1: 100 des Ausgangsextraktes ent- 
sprechen, ist das Adsorbens unwirksam, wahrend die abzentrifugierte 
Lésung noch bei einer Verdiinnung 1: 200 in 45 Minuten bis zum Gleich- 
gewicht (31°, Triosephosphorséure) umsetzt und sich wie ein 400fach 
verdiinnter Ausgangsextrakt verhalt. Bei Adsorption in schwach saurer 
Lésung (nach Zusatz von Acetat pu 5) ist das Adsorbens ganz unwirksam. 
Aber es gelingt auch keine Konzentrierung durch ,,negative Adsorption”. 
Vielmehr ist der Kjeldahl-Stickstoff im Verhaltnis zur Wirksamkeit in 
den mit Tonerde behandelten Lésungen unverandert geblieben. Pro 1 ccm 
enthalt ein 400fach verdiinnter Ausgangsextrakt und ebenso ein 200fach 
verdiinnter mit Al,O, behandelter Extrakt, die noch gerade bis zum Gleich- 
gewicht umsetzen, je 6 bis 7 y N. 


D. Beeinflussungen des Ferments. 
Relativ unempfindlich ist das Ferment gegen px-Anderungen. 
Bei der gew6hnlichen 4fachen Verdiinnung ist der Umsatz annahernd 
volistandig in 1 Minute zwischen py 6 und 10 (hergestellt durch CO,- 


* Chem. Ber. 56, 149, 1117, 1923; 57, 1087, 1924. 
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Bicarbonat sowie durch Bicarbonat-Soda), bei py 5 und 11 ist der 
Umsatz in 15 Minuten noch unvollstandig. Durch Substanzen, welche die 
Milchsaurebildung hemmen, Jodessigsiure, Natriumfluorid und Natrium- 
oxalat, wird die Umwandlung nicht beeinfluBt, und zwar weder das 
Gleichgewicht noch die Geschwindigkeit (gepriift bei 160fach ver- 
diinntem Extrakt). Fluorid hemmt erst die Aufspaltung der Phospho- 
glycerinsdure', Oxalat ebenfalls, wenn auch durch einen anderen 
Mechanismus?, Jodessigsiure hemmt dagegen direkt den weiteren 
Umsatz von Triosephosphorséure. Infolgedessen kann man den Um- 
satz bis zum Gleichgewicht auch in nicht dialysiertem Extrakt nach 
Jodessigsaurevergiftung erzielen. Ebenso enthalt cin jodessigsdiure- 
starrer Muskel neben Hexosemonophosphorsaure und Hexosediphosphor- 
siure eine gewisse Menge Triosephosphorsaure, die dem Gleichgewicht 
fiir die vorliegende Konzentration Hexosediphosphorsdiure entspricht. 
Dies sind bei 2,0 mg P,O,-Hexosediphosphat in 1 ccm Muskelwasser 
bei 20° etwa 10°, Triosephosphorsiure. Im unvergifteten Muskel 
ist kein Hexosediphosphat vorhanden und infolgedessen auch keine 
meBbare Menge Triosephosphorsaure nachweisbar®. 

Wegen der raschen Bildung der Triosephosphorsiure und des re- 
lativ langsamen weiteren Umsatzes findet sich auch in nicht dialysierten 
und nicht vergifteten Muskel- und Hefeextrakten bei Spaltung von 
Glykogen, Hexosen und Hexosediphosphorsaure stets eine gewisse 
Menge Triosephosphorsaure ; unter allen diesen Umstanden ist Hexose- 
diphosphat in Gegenwart von Ferment vorhanden und die auftretende 
Triosephosphorsdure wird immer langsamer umgesetzt als sie entsteht. 
Diese Verhaltnisse sollen in einer besonderen Arbeit mitgeteilt werden. 


IV. Das Gleichgewicht Hexosediphosphorsiure  Dioxyacetonphosphorsiure. 

Beziiglich des Gleichgewichts gelten die folgenden Gesetzmabig- 
keiten: 

A. Fiir jede Temperatur besteht ein echtes thermodynamisches 
Gleichgewicht, fiir das die Gleichung gilt 

ec? (Dioxyacetonphosphorsaure) 
ec (Hexosediphosphorsaure) 
Die GréBe K, die unabhangig von der Fermentmenge ist, schwankt 
in dem gepriiften Bereich von 7,5. 10-4 bis 6,8 . LO-? mol. gebundenen 
Phosphats, d.h. in einem Konzentrationsgebiet von 1: 100 nicht 
mehr als im Verhaltnis 1 : 2, und diese Schwankungen liegen im ganzen 
schon in der Fehlergrenze. 

1 O. Meyerhof u. W. Kiessling, diese Zeitschr. 264, 72, 1933. — ? Un- 
ver6ffentlichte Versuche von O. Meyerhof u. K. Lohmann. 3 Die Mono- 
ester bilden direkt kein Triosephosphat. 

7* 
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Bb. Die Einstellung des Gleichgewichts geschieht bei gleicher 
Fermentmenge von beiden Seiten mit derselben Geschwindigkeit, 
woraus zu folgern ist, daB es dasselbe Ferment ist, das die Spaltung 
und die Synthese bewirkt. Ganz abweichend verhalt sich demgegeniibe: 
die Glycerinaldehydphosphorsaure. 

C. Der Wert von A wachst stark mit der Temperatur und betragt 
im Mittel bei 70° 22. 10-3, bei 60° 13. 10-%, bei 20° 1,5. 10-3, bei 0° 
0.3.10. bei 7° 0,18 .10°%. Diese Veranderung um das lOOfache 
in einem Bereich von 80° kann thermodynamisch gedeutet werden 
Auf Grund der van *t Hoffschen lsochorengleichung muss sie dem Wert 


von (’ 12 kg Calorien pro Mol gespaltener Hexosediphosphorsaure 
entsprechen.  Tatsachlich verlauft die Spaltung auf Grund direkter 
Messung mit negativer Warmeténung, namlich 54kg Cal'. Dab 


es sich aber tatsachlich bei jeder Temperatur um ein echtes Gleich- 
gewicht handelt, ersieht man daraus, daB man belicbig oft von 
einer Temperatur auf die andere iibergehen kann und _ jedesmal 
wieder das zu dieser Temperatur gehérige Gleichgewicht erhalt. Im 
folgenden werden diese drei Punkte durch Versuche belegt und_ in 
Kinzelheiten erganzt?. 


A. Gleichgewichtseinstellung bei einer bestimmten Temperatur. 


In der Tabelle V sind alle Bestimmungen des Gleichgewichts- 
zustandes, bei denen der Endwert erreicht war, vereinigt worden, 
gleichgiltig, wie die Vorbehandlung und Verdiinnung des Ferments 
war und ob die Einstellung von Seiten der Hexosediphosphorsiure 
oder der Dioxyacetonphosphorséure aus erfolgte. Fiir jede Konzen- 
tration ist der Durchschnittswert berechnet. Am meisten Messungen 
liegen fiir die Konzentration von 4,25 . 10-3 mol. gebundenen Phosphats 
vor (2,5 mg P,O; in 8.3. cem Lésung). Die Tabelle V enthalt die Daten 
fiir 70, 60, 20, 0, — 7° und die Abb. 1 fiir 60 und 20°. Bei 60 und 70° 
wurden als Versuchszeiten zwischen 15 Sekunden und 1 Minute gewahlt. 
weil in langeren Zeiten eine Abspaltung von anorganischem Phosphat 
erfolgt. Bei 20° dauert die Einstellung des Gleichgewichts bei der ge- 
wohnlichen Verdiinnung des Extraktes 1:4 etwa 1 bis 2 Minuten; hier 
wurde der Umsatz nach 3 Minuten, bei starkeren Extraktverdiinnungen 
nach 3und 15 Minuten bestimmt. Als tiefste Temperatur wurde — 7° ge- 


' Auf die bemerkenswerte Tatsache, daB hier bei einer enzymatischen 
Spaltung eine, wenn auch nicht groBe, so doch gut meBbare negative 
Warmeténung auftritt, und auf den Zusammenhang dieser Erscheinung 
mit der Verschiebung des Gleichgewichts durch die Temperatur, wird in 
einer spateren Arbeit naiher eingegangen. — * Die erste Feststellung iiber 
die Temperaturabhangigkeit einer enzymatischen Gleichgewichtsreaktion 
ist von K. P. Jacobsohn bei der Reaktion Apfelsaure @= Fumarsaure ge- 
macht worden. Vegl. diese Zeitschr. 254, 112, 1932. 
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wahlt. Wird das Enzymgemisch zunachst auf 0° abgekiihit und dann in 
ein Kaltegemisch von — 7° gebracht, so wird es erst auf diese Temperatur 
unterkihlt. Die Zeit bis zum Gefrieren reicht aus, um das Gleich- 
gewicht fiir — 7° zu erhalten, was sich daraus ergibt, dab man von beiden 
Seiten nahezu den gleichen Wert erhalt. 


Tabelle V. 
. \2 
Rha 7 (€Diox.) = 
Gleichgewichtskonstante K bei verschiedenen Tem- 
{©Hexph.) 
peraturen. 









































™ Gesamt- Mittel- 
em- Esterkon- %p Zahl mol. Hexosedi- mol.? (Dioxy- . 
peratur Nr. zentration Triose- der Ver- phosphorsiure aceton-Ph.) k.10-35 — 
: in mol. ester suche 10-3 10-6 kK. 10-3 
0c Phosphat 
70 1 0,85 90 1 0,0425 0,585 13,8 | 
2 425 79 5. 0,468 11,0 23,5 22 
8 17 55 2 44 78 228 | 
60 1 0,75 | 88 1 0,045 0,435 9,7 
2 1,06 88 1 0,090 0,78 8,7 | 
3 4.25 70,5 7 0,63 9,0 14,3 13 
4, 17 368 1 54 39,2 7.3 | 
5 6S 26,7 1 24.9 33,0 13,2 
20 6 0,75 68 1 0,118 0,26 2,20 
7 0,85 58 2 0,178 0,244 1,37 
8 106 52 2 0,255 0,304 1,19 
9 3.5 41 3 1,03 2.06 2.0 Lb 
10) 425 | 825 | 12 1,43 2.00 1,40 ” 
11 5,95 29 2 2,11 2,97 1,41 
12 17 15,0 2 7,24 6,5 0,90 
13 68 8,0 2 31,3 29,0 0,95 
0.14 0,53 44 1 0,15 0,054 0,36 | 
15 3,5 18,4 1 1,44 0,416 0,29 0,30 
16 4,25 16 1 1,79 0,46 0,26 
—7 {17 4,25 13 4 1,85 0,305 0,165 | 
18 17,0 8 1 7,8 1,85 0,24 0,18 
19 37,5 49 1 17,8 3,36 0,19 
Abb. 1. m0 
Gleichgewicht (2-Triosephosphorsaure = 1-Hexose- 2 80 +— 
diphosphorsiure) bei wechselnder Gesamtkonzen- NN " 
tration des gebundenen Phosphats. | iw 
Ordinate: Triosephosphorsiure. S40 + ape 
Abszisse: 10-2 mol. gebundenes Phosphat. 3 % 
x Gleichgewichtseinstellang bei 60° Re a : i i "200 
° ° o Gleichgewichtseinstellung bei 20°. 


oo? 2 3 ¢¥ 5 6 71f*m 


Fiir die Versuche diente aus Calciumsalz (Candiolin) mittels Oxalsaure 
und NaOH hergestelltes Natriumhexosediphosphat, das auf Grund der 
Hydrolysenkurven als zu 93°, rein anzusehen ist. Es hat schon von seiner 
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Herstellung her einen geringen Gehalt an Triosephosphorséure, etwa 1° 
wie man aus dem verseifbaren P und der Methylglyoxalausbeute nach 
Saurehydrolyse erkennt. Als Konzentration wurde hier einfach das ganz 
organisch gebundene Phosphat gerechnet. Als Triosephosphorséure dient: 
aus dem Enzymansatz nach Kap. LV isoliertes Bariumsalz, dessen organisc} 
gebundenes Phosphat zu 80 bis 95°, verseifbar war oder auch das Calcium 
salz der synthetischen Saure, das Herr Dr. Kiessling fiir uns herstellte und 
das auch um 90°, verseifbaren P enthielt. Da diese Priaiparate auBerst 
unbestandig sind, so wurde als Konzentration der zu Beginn des Versuchs 
hestimmte Gehalt an verseifbarem P zugrunde gelegt. 

DaB die bei einer bestimmten Konzentration erzielte Verteilung 
tatsichlich ein Gleichgewicht ist, ergibt sich nicht nur aus der Er 
reichung desselben Punktes von beiden Seiten, sondern auch aus Ver 
diinnungsversuchen. Verdiinnt man z. B. ein Enzymgemisch, in dem 
die Verteilung bestimmt ist, um ein Vielfaches mit Wasser, so stellt 
sich eine neue Verteilung ein, die mit derjenigen iibereinstimmt, dic 
man direkt bei der gleichen Konzentration von Ester-Phosphat erhalt 
Dabei ist es bei dem UberschuB an Ferment gleichgiiltig, ob man auch 
noch Muskelextrakt hinzugibt. Fernerhin tritt keinerlei: Reaktion 

_.£in, wenn man von vornherein ein Gemisch von Triosephosphat und 
~ Rexosediphosphat hinzugibt, das dem bei der betreffenden Temperatur 
_und Konzentration vorliegenden Gleichgewicht entspricht. In det 
Habelle V sind die Mittelwerte fiir A berechnet. Nicht aufgenommen 
Sind darin die Versuche mit dialysiertem Mazerationssaft. Bei 20° 
inc mittleren Esterkonzentrationen ist hier das erhaltene Gleich- 
gewicht genau dasselbe wie im Muskelextrakt: bei héheren Konzen- 
trationen und tiefer Temperatur war die Triosephosphorsiureausbeute 
manchmal etwas niedriger, doch bestand der Verdacht, daB das Gleich- 
gewicht hier nicht vollstandig eingestellt ist. Bedeutender ist det 
Unterschied bei 60°, da das Ferment im Mazerationssaft bei 60° un 
heStandig ist und die Reaktion unvollstandig bleibt. Gleichzeitig wird 
anorganisches Phosphat abgespalten 

Lnstellung des bleichgemotes | Man darf aber schlieBen, dab, so- 


2 Triosephosph => 1exosedyphosph 
pony argan. Phosphat ” 


100 







weit das Ferment geniigend aktiy 





75 + ist, im Muskel- und Hefeextrakt 
< : ia , ; 
S| dieselben Gleichgewichte  erreicht 
: Triosephosphorsaure 
S 7} ft | | werden. 

Se 
| [a A ) 
md 09) | 

BR [ } | ad B. Geschwindigkeit der Gleichgewichts 

/ Hexoseadjphosphorsaure einstellung. 

| a 2 [a a ee Auf Abb. 2 ist ein Versuch wieder- 

JSehunaden gegeben, wo fiir dieselbe Ferment 
Abb 2. 


bop herstellung und gleiche Gesamt- 
Ordinate: °/, Triosephosphorsiaure, wae? it : 
Abszisse: Zeit in Sekunden konzentration von Ester-P die Ge- 
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schwindigkeit der Einstellung vom Hexosediphosphat und natiirlichem 
Triosephosphat aus miteinander verglichen ist. Nicht nur nahert sich 
der Verlauf von beiden Seiten demselben Endzustand, sondern auch 
mit derselben relativen Geschwindigkeit. Der Versuch ist in Tabelle VI 
wiedergege ben. 

Tabelle VL. 

Geschwindigkeit der Gleichgewichtseinstellung. 
Derselbe Extrakt fiir Umwandlung von Hexosediphosphat und Triose- 
phosphat benutzt. In beiden Fallen viermal verdiinnter Extrakt + 4,25 
. 10? mol. gebundenem Phosphat (2,5 mg Ester P,O; in 8.3 cem). 





Hexosediphosphatumsatz Triosephosphatumsatz 
Zeit mg verseifb. a, Umsatz mg verseifb. akan ee Umsatz 
> s é > an 
Sek. 205 P.O; 0 P205 fexose Py Os; 
0 | 0 2,5 2,5 
5 0,49 2,01 58 1,59 1,0 60 
15 0,63 1,87 74 1,20 1,30 79 
30 0,75 1,71 88 1,04 1,46 88 
60 0,79 a 93 0,95 1,55 94 
180 (0,85) (1,65) (0,85) (1,65) 


Das gilt natirlich nicht mehr genau fiir verschiedene Ferment- 
lésungen. Sehr wichtig ist jedoch, daB die synthetische Dioxy- 
acetonphosphorsiiure unter gleichen Umstinden mit derselben Ge- 
schwindigkeit umgewandelt wird wie die natiirliche Triosephosphor- 
siure, die Glycerinaldehydphosphorsiure dagegen viel langsamer. 
Ein solcher Vergleich ist in Tabelle VIL wiedergegeben. Die Reaktion 
des Glycerinaldehydesters ist noch nicht vollig aufgeklart. Er reagiert 
nimlich mehr als eine optische Komponente, méglicherweise aber mit 


Tabelle VII. 


Geschwindigkeit der Umwandlung von synthetischer Dioxy- 

acetonphosphorsaure und Glycerinaldehydphosphorsaure in 

gleichem, viermal verdiinntem Extrakt (4,2. 10% mol. bezogen auf 
die garfahige Komponente). 





Dioxyacetonphosphorsaure Glycerinaldehydphosphorsaure 
Zeit mg verseifb. Heneee- bas mg verseifb. "e verseit®. 
P2 O05 phosphorsiure- Umests P.O eS 
P.O; gebildet 0; ° ‘ 
0 Sek. 2,43 4.69 
6, 1,69 074 49 
wis 4.51 0.18 
nO.» 1.17 1,26 83 4.15 0,54 
1 Min. 1,03 1.40 92 3,60 1,09 
os 0,91 152 3,02 167 
Lo hy 1,91 208 
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unterschiedlicher Geschwindigkeit. Dabei entsteht nur zum Teil Hexose- 
diphosphorséure. Besonders auffallig ist der langsame Verlauf des 
Umsatzes zu Beginn. 

In dem Versuch der Tabelle VII sind in 8 Selkunden, bezogen aut eine 
Komponente, noch nicht 10°, umgesetzt, in 30 Sekunden 20°,, wahrend 
gleichzeitig der Endzustand fiir Dioxyacetonphosphorséure schon zu 83° 
erreicht ist. Andererseits schreitet der Umsatz noch tiber 15 Minuten lang 
fort, wobei im ganzen 60°, des gesamten verseifbaren P verschwinden, 
also mehr als die Halfte. Hierbei geht der Schwund des durch Saure 
hydrolyse gebildeten Methylglvoxais dem Sehwund des verseifbaren P 
parallel und in ahnlicher Weise auch der Sehwund der durch Jod oxydier 
baren Substanz. An Stelle der verschwundenen Glycerinaldehydphosphor 
siure tritt nur wenig schwer hydrolysierbarer Ester auf, aber auch de: 
leichter hydrolysierbare Anteil kann nur zum Teil aus Hexosediphosphat 
bestehen. Das Vorhandensein dieses letzteren kann man dadurch be 
stimmen, daB man durch Temperaturerh6hung eines Enzymgemisches eine 
gewisse Menge von dem verschwundenen verseifbaren P wieder erzeugen 
kann. Dai trotz dieser verlangsamten und unvollstandigen Umwandlung 
von Glycerinaldehydphosphorséure diese ebenso rasch vergéirt, wie die 
natiirliche und synthetische Dioxyacetonphosphorsaéure erklairt sich wohl 
daraus, daB die Zvymohexase in groBem UberschuB iiber die anderen Gaérungs- 
fermente vorhanden ist. 

Vor allem ist das verschiedene biologische Verhalten von Dioxy- 
acetonphosphorsaiure und Glycerinaldehydphosphorséure wichtig, um 
, _ a . : % ° . = 
in Erginzung der chemischen Daten die Ubereinstimmung der natiir- 
lichen Triosephosphorsaéure mit der ersteren festzustellen. Daraus folgt, 
dai Hexosediphosphorsiure enzymatisch tatsichlich in 2 Dioxyaceton- 
phosphorsaéure gespalten wird, ohne daB eine Bildung von Glycerin- 
aldehydphosphorsaure erkennbar ist. Die Geschwindigkeit der Gleich- 
gewichtseinstellung Hexosediphosphat 2 2 Triosephosphat steigt mit 
der Temperatur. Bei 60° ist unter den gleichen Verhaltnissen, wie sie 
in der Tabelle VI vorliegen, das Gleichgewicht schon in 5 Sekunden 
vollstandig erreicht. 


C. Gleichgewichtsverschiebung durch Temperaturdnderung. 

Bei der groben Geschwindigkeit, mit der sich, zumal bei héherer 
Temperatur das Gleichgewicht einstellt, miissen zur Prifung der genauen 
Lage und der Verschiebung desselben mit der Temperatur Vorkehrungen 
getroffen werden, damit nicht in der Zeit, wahrend der das Ferment 
durch Zusatz von Trichloressigsiure abgeté6tet wird, eine Temperatur- 
inderung und damit eine neue Verteilung der Phosphorsdureester 
eintritt. Es mu die schon vorher auf die gleiche Temperatur gebrachte 
Trichloressigsiure zu der Fermentlésung zugegossen und dafiir gesorgt 
werden, daB in dieser Zeit die Temperatur genau auf der gewiinschten 
Hohe gehalten wird. Da sich bei Einhaltung dieser Bedingungen 
bei jeder Temperatur das zu ihr gehérige Gleichgewicht einstellt, und dab 
man beliebig oft von jeder Seite her das Gleichgewicht durch Temperatur- 
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anderung verschieben kann, ergibt sich aus Abb. 3. Hier sind drei ver- 
schiedene Ansitze mit der gew6hnlichen Konzentration Esterphosphat 
(4.2.10°%m) verwandt und zwar von Na-Hexosediphosphat, von 
synthetischem Dioxyacetonphosphat von Ii’. Kiessling und von natiir- 
lichem Triosephosphat. Jeder Ansatz wurde abwecliselnd auf 60°, — 7° 
und zum Teil auf 20° gebracht und bei jeder Temperatur eine Probe 


























4-10 m organ ro in ota aig" 100; — 
nathir’. 
s Hexaseaiphasph, Doyastnghagh Triasephasph. 
S gf 
< 
> 
8 
SH 
x 
ad “7° 0 +20 4° 60° 
Temperorur 
Abb. 3. Abb. 4 
Anderung des  Gleichgewichts mit dex Gleichgewichts - Temperaturkurven 
Temperatur. bei wechselnder Konzentration or- 
Ordinate: © 9 Triosephosphorsiure. ganischen Phosphats. 


Ordinate: 9% 9 Triosephosphorsiure 
Abszisse: Temperatur. 


verarbeitet. Um geniigend Zeit fiir den Umsatz bei den betreffenden 


Temperaturen zu lassen, wurden die Ansitze bei 60° 20 Sekunden 


Tabelle VIII. 


Gleichgewichtsverschiebung mit der Temperatur. 





600 200 70 
Ausgangsstoff —— mg Olo mg 9/6 mg Oly 
8 verseifb. Triose, verseifb. Triose verseifb. Triose 
P.O; P.O; P.O5 P20; POs P, Os 
L 1,71 68,5 
2 0,30 2 
Hexosediphosphat | 3 1.69 68 
(2,5 mg P05) | 4 es 0,34 16 
5 1,64 66 
1 0,82 38 
Synthetisches | 2 0,38 17,7 
Dioxyacetonphosphat : 1,49 69 
(2,15 verseifb. P, O;) | 4 0,91 42 
5 045 21 
i is eis 1 0,79 37 
Natiirliches Triose- | 9 031 146 
phosphat ‘ 1.47 69 
(2,12 verseitb. P, Os) | 4 * 0 39 18 3 
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bis 1 Minute gehalten, bei 20° 3 Minuten und _ bei 7° 10 Minuten 
Die fiir gleiche Temperatur erhaltene Gleichgewichtsverteilung stimmt 
in allen Fallen in der Fehlergrenze itiberein. 


Die Lage des Gleichgewichts fiir bestimmte Esterkonzentrationen 
in Abhangigkeit von der Temperatur ist in Abb. 4 wiedergegeben 


D. Abfangmethoden. 

Das Gleichgewicht zwischen Hexoseester und Trioseester laBt sic} 
dadurch stéren, da} man den letzteren durch ein geeignetes Reagens 
abfingt. Das kann man durch KCN und durch Bisulfit erreichen 
Mit KCN erhalt man ein Cyanhydrin, aus dem sich der Trioseeste: 
nicht ohne weiteres regenerieren laBt. Dagegen kann man aus de1 
Bisulfitverbindung die freie Triosephosphorsiure leicht wiedergewinnen 
Mit etwa dem dreifachen UberschuB an Bisulfit liBt sich nahezu jede 
beliebige Menge Hexosediphosphat enzymatisch zu mehr als 90°% in 
Dioxyacetonphosphorsaure-Bisulfit umwandeln, woraus man mit gute: 
Ausbeute das Ca- oder Ba-Salz des Esters gewinnen kann.  Dariibes 
soll spaiter genaver berichtet werden. 


V. Isolierung des Trioseesters und des daraus synthetisierten Hexosedi- 
phosphats. 
A. Lsolierung der Triosephosphorsdure. 

Prinzip. Die freie Triosephosphorsaure ist bisher nicht in fester 
Form isoliert worden. Zur Abscheidung eignen sich am besten die 
Erdalkalisalze. Das neutrale Ba-Salz ist, frisch gefallt, in Wasse1 
ziemlich leicht léslich und kann aus der wasserigen Lésung mit Alkoho! 
ausgefallt werden. Das Ca-Salz ist etwas schwerer léslich. Fir die 
Isolierung ist zu beachten, daB die Triosephosphorsdure in saure! 
Lésung verhaltnismaBig gut bestandig ist (die Halbwertszeit der hydro 
lytischen Aufspaltung in n HCl bei 100° betragt 9 Minuten), daB sic 
aber in alkalischer Lisung mit groBer Geschwindigkeit zerfallt und ganz 
besonders in erdalkalischer Lésung. Schon beim Lésen der neutralen 
Erdalkalisalze in dest. Wasser zerfallt ein ganz erheblicher Teil unte: 
Abspaltung von Phosphorsaure, ein kleinerer Teil unter Bildung schwere1 
hydrolysierbarer und nicht verseifbarer Verbindungen (offenbar Konden 
sationsprodukte). Die getrockneten Erdalkalisalze sind dagegen be 
staindiger. Doch ist schon nach | Tag ein teilweiser Zerfall unter Bildung 
von Methylglyoxal nachweisbar, auch wenn die Salze bei 5° auf 
bewahrt werden. Um aus den Erdalkalisalzen eine neutrale Alkali 
Triosephosphatlésung herzustcllen, lést man sie in wenig n 10 HC! 
fallt das Erdalkali aus und neutralisiert die Lésung am besten mit 


Bicarbonat. 
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Beschreibung eines Versuchsansatzes. 


2150cem dest. Wasser + 65cem 6° ,iges Na-Hexosediphosphat 

125 cem 2,6°,iges Na-Bicarbonat auf 60° im Wasserbad erwairmen und 
hierzu 160 cem auf 50° erwarmten dialysierten Kaninchenmuskelextrakt 
unter kraftigem Riihren eingieBen!. Nach 30 Sekunden mit 100 cem auf 60° 
erwarmter 40° iger Trichloressigsaure enteiweiBen, sofort in Eis kiihlen, 
iiber Kaolin absaugen und mit etwa 100 cem 40° iger Trichloressigsaure 
nachwaschen. Erhalten 2700 cem Lésung mit 600 mg verseifbarem P,O; 
(72,5°, vom Gesamt-P). Lésung nach Abkihlen auf 0° mit konz. NaOH 
vorsichtig neutralisieren, bis blaues Lackmuspapier schwach  weinrot 
gefarbt wird, mit 30 cem 25°,igem Ba-Acetat versetzen und mit 1100 cem 
absolutem Alkohol unter sehr gutem Riihren fraktionierend fallen *, Nieder- 
schlag (hauptsachlich unverandertes Hexosediphosphat) abzentrifugieren 
und die Lésung mit 3000cem Aceton vollstandig ausfallen*®. Aceton- 
niederschlag (mit der Hauptmenge des Ba-Triosephosphats) mit etwa 
150 cem dest. Wassers aufnehmen, die Suspension mit verdiinnter HC! 
ganz schwach lackmussauer machen, das Unlésliche abzentrifugieren und 
die Lésung mit Alkohol vollstandig ausfallen (Hauptfraktion) 4. Nieder- 
schlag mit Alkohol und dann mit Ather entwassern und iiber H,SO, im 
Vakuum trocknen. Zur Darstellung des Ca-Salzes das Ba-Salz in wenig 
HCI lésen, Ba genau ausfaillen, mit NaOH schwach lackmussauer machen, 
mit Ca-Acetat versetzen und das Ca-Salz mit Alkohol ausfallen; dann 
waschen und trocknen. Weitere Reinigung des trockenen Ca-Salzes mit 
96° igem Eisessig nach Avessling®, Abdestillieren des Eisessigs im Vakuum, 
Lésen des Salzes in Wasser und umfallen. 

Die Ausbeute in diesem Versuchsansatz war 1.3 g¢ Ba-Salz mit 93°, 
verseifbarem P gleich 40°, des gebildeten Triosephosphats. 

Das frisch gefallte Ba-Salz stellt einen voluminésen amorphen Nieder- 
schlag dar, das Ca-Salz einen bei vorsichtigem Alkoholzusatz langsam 
ausfallenden schweren kérnigen, ebenfalls amorphen Niederschlag. 

Analyse® eines Ca-Salzes (mit 93,5°, verseifbarern P): 4,303 mg: 
2,63 mg CO,, 1,18 mg H,O; 4,265 mg: 2,62 mg CO,, 1,10 mg H,O. 


' Fir die Versuche kann grundsatzlich auch inaktivierter Extrakt 
aus Frosch- oder Kaninchenmuskulatur verwendet werden, da im. all- 
gemeinen die Geschwindigkeit der P-Abspaltung aus Hexosediphosphat 
(in Gegenwart von Mg) sehr viel geringer ist als die der Spaltung in Triose- 
phosphorséure. Fiir die Isolierung ist es aber zweckméaBig, mit einer 
Fermentlésung zu arbeiten, die méglichst frei von dialysablen Zellinhalts- 
substanzen ist. Ebenso ist auf die Reinheit des Hexosediphosphats besonderer 


Wert zu legen. — * Wegen der groBen Mischungswarme von Alkohol mit 
Wasser ist unter Kiihlung zu arbeiten. Man fallt mit 40°,, vom Fliissig- 
keitsvolumen an Alkohol. > Nach der Ausfillung des Hexosediphosphats 
mit Alkohol waren in diesem Versuchsansatz in der Lésung vom gesamten 
P 96°. verseifbar. Beim vollstandigen Austallen einer Probe dieser 
Lésung mit dem doppelten Volumen Alkohol wurde ein Priparat er 
halten, das nur noch zu 90°, verseifbar war. ' Der mit 150 cem 


Wasser nicht geléste Anteil geht zum Teil beim Schitteln mit weiteren 
50cem Wasser in Lésung. Der unldésliche Riickstand enthalt (neben 
Verbindungen aus der Fermentlésung) immer viel anorganisches a- 
Phosphat. ° Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 67, 869, 1934. ® Die Elementar- 
analvsen wurden von Dr. Roth, Heidelberg, ausgefiihrt. 
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CH,OH.CO.CH,O. PO,Ca!/, H,O (Mol.-Gewicht 217): 
Ber.: C 16,59%, H 2.77%, P,O; 32,7%. 
Gef.: C 16.67%, H 3,07°%, P,O, 32,5°% 
16,75 %, 2,89 %. 


Optische Drehung der freien Saure : 


Praparat 1. « = 2,89°., Triosephosphorséure; / = 200mm; ¢ 18°; 
% 0,046°; | «lp + 0,89. 

Praparat 2. c 164%; t= 200mm; ? 18°; « 0,015°; 
lalp Tt 04°. 


Die Dioxyacetonmonophosphorsaure besitzt kein asymmetrisches 
C-Atom: die geringe gefundene spezifische Drehung muB auf eine 
Verunreinigung bezogen werden. Diese ist nicht Hexosediphosphor- 
saure ([a%Jp + 4°), sondern eine noch leichter als das dioxyaceton- 
phosphorsaure Ba lésliche Verbindung, die sich zum gr6Bten Teil bei 
der fraktionierten Fallung der Erdalkalisalze, die allerdings mit sehr 
groBen Verlusten verbunden ist, in der leichtest léslichen Fraktion 
anreichert. 

b. Lsolierung der Hexosediphosphorsdaure. 

Die Triosephosphorséure und ihre Salze besitzen dieselbe elemen- 
tare Zusammensetzung wie die Hexosediphosphorsdure. Dab in der 
isolierten Verbindung eine Triosephosphorsaure vorliegt, ergibt sich aus 
der Untersuchung der chemischen Zerfallsprodukte bei der Hydrolyse 
und bei der Verseifung, insbesondere aus dem Vergleich mit der von 
Kiessling hergestellten synthetischen Dioxyacetonmonophosphorsaure. 
Kine direkte Bestimmung der Molekulargr6Be durch Gefrierpunkts- 
bestimmung ist wegen der methodischen Schwierigkeiten nicht durch- 
fiihrbar. Wesentlich ist nun, da die natiirliche Triosephosphorsaure 
in derselben Weise wie die synthetische in dialysiertem Muskelextrakt 
teilweise in Hexosediphosphorsiure umgewandelt wird. Der Nachweis 
der Hexosediphosphorséure erfolgt, neben anderen Kriterien, wie Zu- 
sammensetzung und Léslichkeit der Salze, Hydrolysengeschwindigkeit 
in Salzsiure usw., eindeutig durch die Darstellung des kristallinen 
Phenylhydrazinsalzes des Phenylosazons, wobei gleichzeitig 1 Molekiil 
Phosphorsiure abgespalten wird (Young). Triosephosphorsdure gibt 
im Gegensatz zu Hexosediphosphorsiure mit Phenylhydrazin schon 
in der Kalte eine Triibung und beim Erwarmen auf dem Wasserbad 
eine geringe Menge einer éligen Verbindung, die nicht kristallinisch 
erhalten werden konnte. 

Prinzip. Das Gleichgewicht Hexosediphosphorsaure 2. 2 Triose- 
phosphorsaure ist bei hoher Temperatur und niedriger Substratkonzen- 
tration weitgehend nach rechts verschoben, bei niedriger Temperatur 
und hoher Substratkonzentration weitgehend nach links. 
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Versuchsansatz. 4,0 cem einer neutralen erdalkalifreien Dioxyaceton 
Phosphorsaéurelésung (mit 40 bis 50mg P,O;) mit 5,0 cem = dialysiertem 
Kaninchenmuskelextrakt und 1,0 cem 2.6°,igem Biearbonat 20 Minuten 
bei — 2° stehenlassen, dann weiter kiihlen, bis die Extraktlésung zu frieren 
beginnt und mit 15 ccm teilweise gefrorener 10° iger Trichloressigséure 
enteiweiBen, EiweiBniederschlag abzentrifugieren, L6ésung filtrieren, Riick- 
stand mit 10 cem 4°, iger Trichloressigsiure nachwaschen, die vereinigten 
Filtrate mit NaOH neutralisieren. Neutrale Lésung, die dann nur noch 
5 bis 8°, verseifbares P,O, enthalt, mit 1.5 cem 25°, igem Ba-Acetat ver- 
setzen, mit Alkohol bis zu einer Alkoholkonzentration von 25°, langsam 
fallen, Niederschlag (das gebildete Hexosediphesphat enthaltend) abzentri- 
fugieren, mit Wasser waschen, mit Alkohol fallen, entwassern und trocknen. 
Ausbeute bei einem Ansatz mit 44 mg P,O, 160 mg Ba-Salz. Zur Herstellung 
des Osazons Ba-Salz in wenig verdiinnter HC! lésen, das Ba ausfallen, bis 
zur schwach essigsauren Reaktion neutralisieren und diese Loésung (etwa 
teem) mit 4cem des Fischerschen Phenylhydrazinreagens versetzen 
(lg Phenvlhydrazinhydrochlorid 15g Na-Acetat 10 com Wasser) und 
20 Minuten auf dem Wasserbad erwairmen. Sehr langsam abkiihlen lassen, 
nach Auskristallisieren mit dem Emichschen Filterstabchen absaugen, 
einmal mit n/10 Essigséure. zwei- bis dreimal mit dest. Wasser waschen 
und trocknen. Zur Umkristallisation in wenig absolutem Alkohol lésen, mit 
Chloroform vorsichtig austallen, langsam auf 0° abkiihlen, Kristalle absaugen 
und mit Ather waschen und trocknen. Es wurden die Osazone hergestellt 
aus einem Praparat von Ca-Hexosediphosphat der I. G. Farben, ferner 
aus Hexosediphosphatpraparaten, die enzymatisch aus natirlicher Triose- 
phosphorsaéure sowie aus der synthetischen Dioxyacetonphosphorsaure 
erhalten waren. FF. der umkristallisierten Osazone im /erl-Block 138°, 
Zersetzung bei 139 bis 140°. Bei Mischung der einzelnen Praparate keine 
Depression. 

P-Abspaltung bei der Osazonbildung: Es wurde vor und nach dem 
Erhitzen auf dem Wasserbad je eine Probe entnommen. Fallung des an- 
organischen Phosphats als MgNH,PO,. 

1. Hexosediphosphorsaure aus natiirlicher Triosephosphorsaure : Gesamt - 
P,O,; nach Veraschung 1.63 mg; anorganisches P,O,; sofort 0,075 mg, 
nach dem Erhitzen auf dem Wasserbad 0,80 mg: abgespalten 47°, als 
anorganischer P. 

2. Hexosediphosphorséure aus synthetischer Dioxyacetonphosphor- 
siure: Gesamt-P,O; nach Veraschung 2.57 mg P,O;; anorganisches P,O; 
sofort 0,92 mg, nachher 1,75 mg; abgespalten 5/° 

Analysen: 1. Phenylhydrazinsalz des Osazons von Hexosediphosphat 
aus natiirlicher Triosephosphorsaéure. 4,472 mg: 8.345 mg CO,, 2,285 mg 
H,O; 4,109 mg: 7,67 mg CO,, 2,150 mg H,O; 3,190 mg: v = 0,408 cem Ny 
(19°, 761 mm). 

2. Phenylhydrazinsalz des Osazons von Hexosediphosphat aus syntheti- 
scher Dioxyacetonphosphorséure. 4,553 mg: 6,71 mg CO, 2.37 mg H,O; 
3,360 mg: v = 0,438 cem Ny, (19°, 753 mm). 

Cy, Hsy,0;N,P . 1 H,O (Mol.-Gew. 564,5). 

Ber.: C 51,04%, H 5,89%, N 14,89%, P 5,50%. 
Gef.: 1. C 50,83%, H 5,71%, N 14,97%, P5 ; 
50,91 °,, 5,86 %; 
2. C 61,03%, H 5,83%, N 15.10%, P 6,41 %. 
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Zusammenfassung. 

1. Das Auftreten der Triosephosphorséure bei Zusatz von Hexose- 
diphosphorsaure zu coferment-freiem Muskelextrakt (oder Hefeextrakt ) 
wird erkennbar durch ihre alkalische Verseifbarkeit zu Milchséure und 
Phosphat, ihre Saurehydrolyse zu Methylglyoxal und Phosphorsiaure 
Die Substanz wird im Gegensatz zur 3-Glycerinaldehydphosphorsaure 
nicht durch Jod und Brom oxydiert, sie ist dagegen identisch mit de: 
von W. Kiessling in unserem Institut gleichzeitig synthetisierten 
Dioxyacetonmonophosphorsaure. 

2. Das Ferment, das die Umwandlung bewirkt, ,,Zvmohexase*’ 
hat gleichzeitig die Fahigkeit, Dioxyacetonphosphorséure zu Hexose- 


‘ 


diphosphat zu synthetisieren. Es besteht ein echtes thermodynamisches 
‘1: : , (Criox.)” P a . 
Gleichgewicht: A , das in dem ganzen gepriiften LOO fachen 
(CHex.) 

Konzentrationsbereich zutreffend und von der Fermentmenge unab- 
hangig ist. Das Ferment ist noch bei 1000facher Verdiinnung gegeniiber 
der Muskulatur faihig, das Gleichgewicht einzustellen. Im selben Ferment- 
ansatz wird es von beiden Seiten mit der gleichen Geschwindigkeit 
erreicht. Da das Ferment recht thermostabil ist und das Gleichgewicht 
bei gréBerer Fermentkonzentration, zumal bei héherer Temperatur, 
in wenigen Sekunden erreicht wird, laBt es sich zwischen + 70 und — 7° 
untersuchen. Der A-Wert fiir 70° betragt 22 .10-% und fallt mit sin- 
kender Temperatur bis auf 0,18 .10-* bei — 7°. Diese Variation laBt 
sich thermodynamisch deuten. Daher kann man das Gleichgewicht 
durch Temperaturanderung beliebig oft hin und her schieben. Durch 
Abfangen mit Bisulfit laBt sich im coferment-freien Muskelextrakt 
Hexosediphosphorséure in beliebigen Konzentrationen nahezu_ voll- 
standig in Dioxyacetonphosphorséiure umwandeln. 

- 3. Die Isolierung der natiirlichen Dioxyacetonphosphorsaure als 
Ba- und Ca-Salz wird beschrieben und ihre Identitaét mit der synthetisch 
von W. Kiessling hergestellten Saure nachgewiesen. Ebenso wird das 
Hexosediphosphat isoliert, das durch enzymatische Synthese einmal 
aus der natiirlichen Triosephosphorsaéure und dann aus der von W. Kiess- 
ling synthetisierten Dioxyacetonphosphorsiure erhalten ist. Der 
Di-Ester erweist sich auf Grund der Osazone als gewéhnlicher Harden- 
Young-Ester, also identisch mit dem Ausgangsprodukt der Spaltung. 


Wir danken den Herren W. Schulz und Ph. Schuster fiir ihre Mit- 
hilfe bei den Versuchen. 
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Uber den EinflubB von Kolloidsubstanzen auf die 
Aufnahmefaihigkeit von Magnesium- und Ammoniumcehlorid 
durch die Wurzeln der Pflanzen. 


Von 
B. Niklewski. 
(Aus dem Institut fiir Pflanzenphysiologie und Agrikulturchemie der 
Universitat Poznati-Sotacz. ) 
(Eingegangen am 14, April 1954.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


Der giinstige EinfluB, den Kolloidsubstanzen auf das Wurzel- 
wachstum sowohl in Wasserkulturen als auch unter natiirlichen Be- 
dingungen der Feldkultur ausiiben, wurde an einer Reihe von Kultur- 
pflanzen eingehend studiert!. Da das Wurzelwachstum fiir die Ent- 
wicklung der ganzen Pflanze unter natirlichen Bedingungen von ent- 
scheidender Bedeutung ist, diirfte anzunechmen sein, daB die Kolloid- 
substanzen sowohl fiir die Produktion der Kulturpflanzen als auch 
fir die Entwicklung wildwachsender Pflanzen eine weittragende Rolle 
spielen. 

Fir den Pflanzenphysiologen ist es wichtig, die Ursache der Re- 
aktion der Wurzel auf die Kolloidstoffe naiher zu erforschen. Wahrend 
einige Autoren dieses Phanomen auf die Beeinflussung der Mineral- 
bestandteile durch die Kolloidsubstanzen zuriickfiihren?, habe ich die 
Ursache in der unmittelbaren Beeinflussung der Pflanzenzelle durch die 
Kolloidstoffe erblickt und diese Reaktion ebenso wie A. Hilitzer® als 
Stimulation bezeichnet, wodurch jedoch der wesentliche Charakter 
des Prozesses noch nicht klargelegt ist. Zu dieser Auffassung hat zum 
Teil die Beobachtung beigetragen, daB die Kolloidstoffe die Durchlassig- 
keit des Plasmas fiir Salzionen beeinflussen.  Bereits H. Mengdehl4 
hat feststellen kénnen, daB unter Einwirkung von Kieselsiure K’ 
aus verschiedenen Salzen und NO, intensiver aufgenommen wird. 
Wahrend aber Mengdehl diese Erscheinung als spezifische Wirkung 
der Kieselsiure ansieht, glaube ich die Kieselsiurefrage vom allgemeinen 
Standpunkt der Kolloidwirkung betrachten zu miissen. In der Tat 


1 B. Niklewski, Jahrb. f. wiss. Bot. 78, 431, 1933. — * E. Hiltner, 
Fortschr. d. Landw. 1, 328, 1926. 3-4. Hilitzer, Beih. z. bot. Zentralbl. 49, 
467, 1932. — 4 H. Mengdehl, Jahrb. f. wiss. Bot. 75, 252, 19381. 
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hat in unserem Institut J. Pastewski! feststellen kénnen, daB die Durch 
lassigkeit der Wurzeln junger Zuckerriiben- und Senfpflanzen fii 
Calciumchlorid sich unter Einwirkung kolloidaler Humussubstanzen 
aus Stallmist und Lehmaufschweramung bedeutend steigert.  Gleich 
zeitig mit diesen Versuchen wurde unter annahernd gleichen Bedin 
gungen die Aufnahmefahigkeit der Wurzeln fiir Magnesiumchlorid 
von J. Bystrzycki und fiir Ammoniumchlorid von O. Hause untersucht 
Es ist notwendig, ein gréBeres Tatsachenmaterial zu sammeln, um ein 
Generalisierung der Erscheinung vornehmen zu diirfen. 


Methodik. 


Fin die Versuche wurden Sinapis bzw. Zuckerriibenpflanzen in eine: 
Nahrlé6sung nach +. d. Crone 3 bis 4 Wochen lang herangeziichtet. Nach 
dem Abspiilen wurden die Pflanzen in eine etwa n/40 Lésung des zu unte! 
suchenden Salzes, welche genau auf den Gehalt der Lonen analysiert wurde, 
auf 24 bzw. 48 Stunden iibertragen. Nach Ablauf der Versuchszeit wurden 
die Pflanzen herausgenommen, abgespiilt und die Lésungen samt Wasch 
wasser analysiert. Der Unterschied des lonengehaltes vor und nach dem 
Versuch deutete auf die Aufnahme der Lonen durch die Pflanze. Die Ver 
suche lehnten sich also an die Versuchsmethodik, die von Pantanelli? aus 
gearbeitet ist, an. Das Wesen der vorliegenden Untersuchungen beruht 
darauf, daB ein Teil der Pflanzen in reine Lésungen von MgCl, baw. NH,C! 
getaucht wurden, wahrend ein anderer Teil in solche Lésungen kamen, dic 
auBer der Salzlésung noch einen Kolloidstotf enthielten. Als Kolloidsubstanzen 
dienten Humuslésungen aus Stallmist, welche frei waren von Féaulnis 
substanzen, in anderen Fallen Lehmaufschwemmung?*. Ein Teil der Ver- 
suche wurde auch so angestellt, da die Kolloidsubstanzen schon zu der 
Kulturlésung zugesetzt wurden. Dadurch entwickelte sich zwar ein tippigeres 
Wurzelsystem als in der reinen Minerallésung, aber die Aufnahme det 
lonen wurde stets auf die Einheit der Trockensubstanz bezogen, wodurch 
der Fehler, wenn nicht ganz, so doch zum Teil aufgehoben wurde. 

Das Mg wurde gravimetrisch als Pyrophosphat, Cl titrimetrisch nach 
Mohr, und NH, titrimetrisch nach der Destillation bestimmt. Natiirlich 
wurde die Kontrolle durchgetiihrt, inwieweit die Analysenresultate durch 
die Anwesenheit der Kolloidsubstanzen beeinfluBt werden. Es wurde kein 
Kinflu8 wahrgenommen. 


Versuchsresultate. 
Die Versuche mit Magnesiumchlorid (J. Bystrzycki). 
1. Versuch, Sinapis alba. Beginn 16. LV. 1982. 
Der Zweck dieses Versuchs war, den Einflu8 festzustellen, welchen 
ein kolloidaler Mistextrakt bzw. eine Lehmaufschwemmung, die zur Magne - 


siumchloridlésung zugesetzt wurden, auf die Aufnahme des Salzes durch 
die Wurzeln junger Senfpflanzen ausiiben. 


1 J. Pastewski, Acta Soc. Bot. Pol. 10, 389, 1933. Niklewski, 1. c. S. 463. 
— *? BE. Pantanelli, Jahrb. f. wiss. Bot. 56, 689, 1915. — * Die Einzelheiten 
der Herstellung der Lésungen siehe Niklewski, l.c. S. 464. 











rch 
fii 
Nzeu 


eich 


din 
lorid 
icht 


ein 


eine! 
Nach 
nte! 
irde, 
rden 
isch 
dem 
Ver 
aus 
‘ruht 
H,Cl 
’ die 
nzen 
nis 
Ver- 
. der 
peres 

det 
urch 


nach 
rlich 
lurch 


kein 


chen 
vne - 
ureh 


463. 
eiten 





EinfluB von Kolloidsubstanzen usw. auf Pflanzen. 113 


Es wurden sechs Reihen, jede aus 17 Pflanzen bestehend, angesetzt, 
die in folgende drei Kombinationen verteilt wurden: 
I. Kombination: Pflanzen wahrend 48 Stunden in reiner MgCl,- 
Losung ; 
II. Kombination: Pflanzen wihrend 48 Stunden in Mg(Cl,-Lésung mit 
Zusatz von 20 cem Mistextrakt zu 200 cem Lésung: 


III. Kombination: Pflanzen wahrend 48 Stunden in MgCl,-Lésung mit 
Zusatz von 20cem Lehmaufschwemmung. 


Die Menge der angewandten Mg(Cl,-Lésung betrug 200 ccm, die mit 
Wasser bzw. kolloidaler L6ésung zu 250 cem aufgefiillt wurden. Das Resultat 
dieses Versuchs war folgendes: 


Tabelle I. 





Die von 0,1 g Wurzeltrocken- 0) der dar- 
masse aufgenommenen gereichten —_{ quivalent- 
Reihe Versuchslisung Mengen Mg und Cl Menge verhaltnis 
aaa Bae voana ory mE He aoe Oe Eh 
mg mg j||}mg Aq. | mg Aq. M Cl 
Me cl || Me Cl me 
2.6 5 024 6027 | 78) 90 1,1! 
1 l MgCl, 9 95 0,24 7 | 78) 9, 1,18 


{ 2 1 

\, 25 | 91 | 021 | 0,26 | 63) 81 1: 1,24 
MgCl, mit Zusatz 
{ 1 1 
{ 1 


| von 20cem Mist-{ 32 95 | (2 7/99 1:0,84 

i prety re 36 9.2 03 0,4 | 92 || 1:0,83 

- MgCl, mit Zusatz an 
von 20 cem Lehm- ne = Hy 


aufschwemmung 


10,2 | 9,0 1: 0,83 
0,27 10,7) 9,9 | 1:0,90 


Die Unterschiede in der aufgenommenen Menge der [onen sind zwar 
nicht groB; die absoluten Mengen waren etwas gréBer, da die Wurzelmenge 
gr6Ber war als 0,1 g, so daB die Aufnahme in der Minerallésung 4,3 mg Mg 
betrug, in Anwesenheit der Kolloidsubstanzen 6,8 bzw. 6,5 mg Mg. Die 
Unterschiede in der Aufnahme der Ionen sind unter dem EinfluB der Kolloid- 
substanzen deutlich wahrnehmbar. 


Die Aufnahme des Mg’ stieg unter Einwirkung des Stallmistextraktes 
um 41°, unter Wirkung der Lehmaufschwemmung um 37°,, dagegen 
F : _ ° . . a e 
wirkten die Kolloidsubstanzen auf die Aufnahme des Cl -lons gar nicht. 
Daher hat sich das Aquivalentverhaltnis der aufgenommenen Ionen unter 
dem Einflu8 der Kolloidsubstanzen stark verschoben. 


2. Versuch, Sinapis alba. Begonnen am 25. V. 1932. 


Dieser Versuch wurde in ganz ahnlicher Weise angesetzt, wie der vorige, 
nur mit dem Unterschied, daB das angewandte Pflanzenmaterial vor dem 
Versuch nicht in rein mineralischer Nahrlésung, sondern in der gleichen 
Nahrlésung mit Zusatz von 50 ccm Mistextrakt auf 1 Liter Nahrlésung 
kultiviert wurde. Es sollte damit festgestellt werden, ob der Zusatz von 
Kolloidsubstanzen zur Versuchslésung auch auf solche Pflanzen wirkt, 
welche vorher in einer Kolloidlésung kultiviert waren. Das Resultat war 
folgendes : 

Biochemische Zeitschrift Band 271. 8 
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Tabelle LI. 





Die von 0,1 g Wurzeltrocken- %/) der dar- 
masse aufgenommenen gereichten Aquivalent 
Reihe Versuchslisung Mengen Mg und Cl Menge verhiltnis 
mg mg ,mg Aq. mgAq. yo gy Mg: 01 
Me Cl Mg cl ull 
1 Me(l { 56 11,4 0,46 0,32 5,6 4,0 1: 0,70 
2 ~—"s | 54/110 044 031 56 40. 1:0,70 
g |) MeC, mit Zusatz (| 8,7 | 11,2 || 0,71 | 081 | 97/ 45 || 1:048 
Stall- ” Pp 9 r OS 
4 alain \ 7,9 99 0,65 0,25 90 3,5 1: 0,38 
5 |) Metly mit Zusatz | 10,1 10,0 0,83 | 0,28 102 35 1:0,34 
6 sepacnacs ees 10,3 | 9,3, 0,85 | 0,27 | 10,1 | 35 | 1:0,82 


aufschwemmung 


Das Resultat dieses Versuchs ist fast das gleiche wie das des vorigen: die 
Aufnahme des Mg steigt unter Wirkung der Kolloidstoffe wesentlich, um 
50 bzw. 85°,, dagegen hat sich die Aufnahme des Cl’-Ions sogar etwas 
vermindert, um 5 bzw. 13°,. Infolgedessen hat sich das Aquivalentverhaltnis 
der aufgenommenen Ionen stark verschoben. Die Kultur der Pflanzen hat 
auf das Resultat des Versuchs fast gar keinen Einflu8 ausgeiibt, nur in 
der Beziehung, daB in den ersten beiden Reihen das Aquivalentverhailtnis 
1: 0,70 betrug, wahrend es im vorigen Versuch 1: 1,2 betrug. Ob aber der 
Unterschied in der Tat auf der Kultur in der Kolloidlésung beruht, ist 
schwer zu entscheiden, da beide Versuche doch unter sonst verschiedenen 
Bedingungen der Beleuchtung und Temperatur ausgefiihrt worden sind. 


3. Versuch, Zuckerriibe (Beta vulg.). Angesetzt am 30. VI. 1932. 

In diesem Versuch soll der Einflu8 der Kolloidstoffe auf die Auf- 
nahmefahigkeit des Salzes durch die Zuckerriibe, Sorte ,,Zuckerreiche*, der 
Firma .,Sandomiersko-Wielkopolska Hodowla Nasion“ gepriift werden. 
Alle weiteren in dieser Arbeit referierten Versuche sind mit dieser Sorte 
ausgefiihrt worden. Die Dauer dieses Versuchs war 24 Stunden. Es wurden 
etwa 4 Wochen alte Pflainzchen verwandt. Sie wurden in einer Mineral- 
lésung (v.d. Crone) kultiviert. Im itibrigen war die Versuchsanstellung 
dieselbe wie in Versuch 1. Nur wurden zur Salzlésung 10 cem Mistextrakt 
bzw. 50 cem Lehmaufschwemmung auf 200 ccm Mg(Cl,-Lésung verwandat. 
Das Resultat des Versuchs war folgendes: 


Tabelle LII. 











Die von 0,1g Wurzeltrocken- 0/9 der dar- 
masse aufgenommenen gereichten Aquivalent- 
Reihe Versuchslisung Mengen Mg und Cl Menge verhaltnis 
5 re oeeg ay meee eee Ae 
mg mg mg Aq. mg Aq. i. . 
Me Cl ‘Nig er || Me | a 
1 i) Me Cl {i 23 1,8 0,19 0,05 3,3 0,9 1: 0,26 
2 if ttc | 24 18 0,20 005 | 34 | 09 | 1:0,25 
g | MgCl, mitZusatz | 31 | 1,6 | 0,25 | 0,05 || 51 | 0,9 | 1:0,20 
4 eaaeses: j 3,2 As 0,26 0,05 4,2 0,9 1:0,19 
5 |) MgCl, mitZusatz |) 40 | 1,7 | 0,83 | 005 | 65 | 09 | 1:0,15 
6 1 tase 44 16 036 005 7,3 | 09 1:0,14 


aufschwemmung 





valent 
Miltnis 
z: Cl 


0,70 
0,70 
0,43 
0,38 


0,34 
0,82 


n: die 
1, um 
etwas 
altnis 
n hat 
ur in 
altnis 
ar der 
it, ist 
denen 
sind. 


32. 
Aut- 
*, der 
rden. 
Sorte 
urden 
neral- 
‘llung 
trakt 
‘andt. 


valent- 
iltnis 
r: Cl 


0,26 
0,25 
0,20 
0,19 


0,15 
0,14 
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Die Zuckerriibe reagiert in ahnlicher Weise wie der weiBe Senf, wenn 
auch die Aufnahme der Ionen, berechnet auf die Einheit der Wurzelmasse, 
geringer ist. Zwar war auch die Versuchszeit geringer:; aber in einem anderen 
Versuch, in dem die Versuchsdauer 48 Stunden betrug, war die Aufnahme 
der Ionen nicht gréBer. Auch in diesem Versuch steigt die Aufnahme fiir 
Mg -lonen bedeutend, sie ist unter Einwirkung der Lehmaufschwemmung 
starker als unter Wirkung der Humuslésung. Die Steigerung der Aufnahme 
betragt 33 bzw. 75°,. Dagegen wird die Aufnahme der Cl’-Ionen durch die 
Kolloidsubstanzen fast gar nicht alteriert; bei Lehmaufschwemmung 
scheint sie etwas geringer zu sein. Das Aquivalentverhaltnis zeigt an, dab 
diese Pflanze erheblich weniger Cl’-Ionen aufnimmt als Mg"’-Ionen. 


4. Versuch, Zuckerriibe. Angesetzt am 9. VI. 1932. 


Die Anlage dieses Versuchs entspricht dem Versuch 2: das Pflanzen- 
material wurde in einer Lésung kultiviert, welche neben Mineralsalzen 
kolloidale Humuslésung aus Mist enthielt, und zwar wurden auf | Liter 
Lésung 45ccem Mistextrakt zugesetzt. Im itibrigen wurde der Versuch so 
angesetzt, wie iiblich, also wie z. B. in Versuch 3. Die Versuchsdauer betrug 
48 Stunden, und es wurden hier nur 10 ccm Mistextrakt und auch nur 10 cem 
Lehmaufschwemmung zu 200 cem MgCl, zugesetzt und auf 250 cem auf- 
gefilllt. Das Resultat des Versuchs war folgendes: 


Tabelle IV. 








Die von 0,1 g Wurzeltrocken- %'9 der dar- 
masse aufgenommenen gereichten Aquivalent- 
Reihe Versuchslisung Mengen Mg und Cl Menge verhiltnis 
es EP Pee my Or ee ————| Mg: Cl 
mg m |mg Aq. mg Aq. . 
Me | ad | Mgt| cle || Me | o 
1 McC ji 55 | 54 | 0,45 | 0,15 7,6 2,6 1: 0,33 
2 _ | 56 57 | 046 017) 73 26 1:0,37 
g ||) MeCl, mitZusats | 6.7 | 33 | 0,55 | 0,10 | 7,6| 14 | 1:0,18 
: M 9 . ps ee ‘ F ; : 
4 | oxtrakt (| 6,2 2,8 0,51 0,08 8,1 1,3 1: 0,16 
5 | Mg Cig mit Zusatz (7.2 | 2,5 | 0,61 | 0,07 | 10,7 | 13 | 1:0,11 
6 5 ll 9,3 3,8 0,76 0.11 S| if 1: 0,14 


aufschwemmung 


Das Resultat dieses Versuchs entspricht dem Resultat des Versuchs 2: 
die Kultur der Pflanzen in einer Lésung, welche Kolloidstoffe enthielt, 
hob nicht die Reaktionsfahigkeit der Pflanzen auf den Zusatz der kolloidalen 
Substanzen zur Versuchslésung auf. Die Lehmaufschwemmung wirkte 
etwas stirker als der Mistextrakt bei der Aufnahme der Mg -lonen, die 
sich um 16 bzw. 48°, hob. Dagegen wurde die Aufnahme der Cl’-lonen 
durch die Kolloidstoffe stark gemindert, auf 55 bzw. 57°, infolgedessen 
verschob sich stark das Aquivalentverhaltnis, das bei dieser Pflanze normal 
geringer ist als bei Sinapis. 


5. Versuch, Zuckerriibe. Angesetzt am 19. VII. 1932. 


Der Zweck dieses Versuchs war, die Nachwirkung des Zusatzes des 
Stallmistextraktes bzw. der Lehmaufschwemmung zur mineralischen 


Kulturlésung v. d. Crone auf die Aufnahmefihigkeit des MgCl, festzustellen. 


R* 
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Dadurch k6énnte festgestellt werden, ob durch die Kolloidstoffe eine dauernde 


Anderung der Plasmastruktur hervorgerufen wird, welche die Aufnahme- 
fahigkeit des Salzes andert. 


Das Resultat des Versuchs war folgendes: 


Tabelle \ 





Die von 0,1g Wurzeltrocken- °/9 der dar- 


|. ‘Ver masse aufgenommenen gereichten  Aqui- 
Reihe Kulturlisung | suchs- Mengen Mg und Cl Menge valent- 
" lésung SSE MANAERSREG | GRRE GOREN Quine | REND TRE! verhaltnis 
Me me me Aa. mg Aq. Mg Cl Mg: Cl 
t i) (* MgCl) 4,2 | 7,7 | 0,385 | 0,22 | 3,6 2,3) 1:0,68 
3 v. d. Crone - 3,2 | 6,7 0,26 0,19 || 2,4 | 1,8 |] 1:0,73 
3 | . 3,9 | 62 | 0,32 | 0,18 | 3,3 | 1,8) 1:0,56 
4 - 6,5 | 6,5 | 0,53 | 0,18 | 3,9 | 1,3) 1:0,34 
v. d, Crone mit 
5 7 Zusatz von 20cem % 5,9 | 64 | 049 | 0,18 | 3,6 | 1,3)! 1:0,37 
5 | Misextrakt |” 69/63) 049 | 018 38/18 1:087 
7 », d. Crone mit | i 9.0 | 9,0 0,74 0.25 5,2 1,8) 1:0,36 
Ne ri ‘ 7 
g |}2 at von 3 ae » 64) 4,9 | 053 | 014 51 1,3) 1:0,26 
9 aufschwemmung = 58 | 45 | 048 | 013 | 5,0 | 1,3) 1:0,27 


Die Nachwirkung der Kolloidsubstanzen, welche der Kulturlésung 
zugesetzt waren, macht sich in der Aufnahme des Salzes deutlich be- 
merkbar, die Aufnahme der Mg'’-Ionen steigt unter Wirkung des Stall- 
mistextraktes um 60°, unter Wirkung der Lehmaufschwemmung um 
87°. Man kénnte einwenden, daB das besser entwickelte Wurzel- 
system die Ursache der starkeren Aufnahme des Ions bildet. Die 
Resultate sind zwar auf die Einheit der Wurzeltrockenmasse be- 
rechnet, allein dadurch wird nicht geniigend die wirksame Oberfliche 
der Wurzeln gekennzeichnet. Die in den Kolloidlésungen gewachsenen 
Wurzeln kénnten schmichtiger sein und doch mehr feinere Wurzeln 
besitzen. Die Einwinde miissen jedoch zuriicktreten, da die Aufnahme 
des CI’-Ions durch die Kolloidstoffe gemindert wird, und zwar unter 
Wirkung des Mistextraktes um 7°, der Lehmaufschwemmung um 12°,. 
Daraus ist also der Schlu8 zu ziehen, daB der Zusatz der Kolloidstoffe 
zur Kulturlésung eine Nachwirkung ausiibt, und zwar eine Struktur- 
anderung, die sich dadurch kundgibt, daB das Mg'-Ion erheblich 
stirker aufgenommen wird, wahrend die Cl’-lonenaufnahme gemindert 
wird. Es ergibt sich daraus, daB die Wirkung der Kolloidstoffe nicht 
auf unmittelbarer Beeinflussung der untersuchten Salzlésung beruht, 
sondern auf einer Strukturénderung des Plasmas. 


6. Versuch, Zuckerriibe. Angesetzt am 22. VII. 1932. 


In diesem Versuch wurde der Zusatz der Kolloidsubstanzen kom- 
biniert, d.h. sie wurden sowohl der Nahrlésung wie der Versuchslésung 
zugegeben. Damit wurde versucht, eine Maximalwirkung der Kolloid- 
substanzen zu erzielen. Es wurde folgendes Resultat erzielt: 
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Tabelle VI. 





Die von 0,1 g Wurzeltrocken- | °/» der dar- 





Ver- masse aufgenommenen gereichten Aqui- 

Reihe Kulturlésung | suchs- Mengen Mg und Cl Menge valent- 
Retng fy un ke. | ma he oes iT. “eran 

me | apg [mata |me ket ug | ci |} 

1 ji) ( MgCl, 6,6) 5,2 | 056 015 54 1,5 1:0,27 
2 vd. Crone 3° 62/59 | O51 | O17 44/15 1:033 
3 | | ” | 61/63 | 050 | 018 | 33 | 121 1:0,36 
4 i) d. Crone " 9215.7 | 0,76 O17 | 56 1,2 1:0,22 
5 ‘$ mit Zusatz von 20 cem. 84) 6,1 0,69 0,17 | 48 | 1,21) 1:0,25 
6 |) Stallmistextrakt 117,51 096 O14 64 1.0 1:0,15 
7 |) vd. Crone MgCl, 13,6 5.0 | 112 014 7,5 1,0) 1:0,13 
8 ||) mit Zusatz von 30cem = 11,7 | 5,4 0,96 | 0,15 | 7,5 | 1,2] 1:0,15 
9 ||} Lehmaufschwemmung | 122/52 | 1,00 015 65/10 1:0,15 


Es wurden 20 cem Stallmistextrakt bzw. 30 cem Lehmaufschwemmung 
zu 1 Liter Nahrlésung, dagegen zu 200 cem Mg(Cl,-Lésung. die auf 250 cem 
aufgefiillt wurde, gegeben. In der Tat scheint sich die Wirkung des 
Zusatzes zu den beiden Lésungen kombiniert zu haben, da durch den Mist- 
extrakt sich die Aufnahme der Mg’-Ionen um 56°,, durch die Lehm- 
aufschwemmung sogar um 98°, gesteigert hat. Dagegen hat die Aufnahme 
der Cl'-Ionen keine Anderung erfahren bzw. hat sie sich unter Lehmaut- 
schwemmung sogar vermindert, etwa um 10°,. Dadurch hat offenbar 
das Aquivalentverhaltnis der aufgenommenen Ionen eine starke Ver- 
schiebung erfahren, wie dies aus der letzten Kolumnenreihe zu ersehen ist. 
Im allgemeinen wird durch diesen Versuch die Wirkung der Kolloid- 
substanzen auf die Aufnahme der beiden Ionen, wie sie in dem vorigen 
Versuch beobachtet wurde, bestitigt. Die Aufnahme des Mg -Ions wird 
durch die beiden Substanzen stark geférdert, wobei der kolloidale Mist- 
extrakt schwacher wirkt als die Lehmaufschwemmung, dagegen wird die 
Aufnahme des Cl’-Ions nicht alteriert bzw. sogar etwas vermindert. 

Die Versuche mit Ammoniumchlorid (O. Hause). 

Alle Versuche mit diesem Salz sind nur mit Zuckerriibenpflinzchen 

ausgefiihrt worden. 


Vorversuch. Dieser ist ausgefiihrt worden, um den Einflu8 der 
Versuchszeit zu studieren. Wenn ich 








das Resultat dieses Versuchs wieder- 74 “ 

gebe, trotzdem es nicht unmittelbar mit | | 

dem Thema in Zusammenhang steht, so s+} — = ee 
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geschieht es deshalb, um an Hand der al Ape Wa 

zwolf Reihen den methodischen Wert des Ly? 
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erhaltenen Zahlenmaterials zu _priifen. eer es W v7) 

Ohne die Einzelheiten wiederzugeben, Stunden 

will ich die graphische Zusammenstellung Abb. 1. 

der Ergebnisse darstellen (Abb. 1). Wie Der EinfluB der Versuchsdauer auf 

aus der Abbildung hervorgeht, ist die die Aufnahme des Ammonium- 


chlorids durch die Zuckerriiben- 


intensivste Aufnahme in den _ ersten 
pflanzen. 


12 Stunden erfolgt, in den folgenden 

Nachtstunden fallt sie stark und steigt allmahlich in den Stunden 
des zweiten Tages. Die Pflanzen nehmen erheblich weniger Cl’-lonen 
auf als NH,-Ionen, das Aquivalentverhaltnis der beiden Tonenaufnahmen 
ist durchschnittlich wie NH,: Cl = 1: 0,33. 
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7. Versuch. 

Der Versuch soll den EinfluB8 eines Zusatzes von Mistextrakt zur 
Versuchslésung darstellen. Die Versuchsdauer wahrte 48 Stunden. Der 
Versuch wurde am 25. IV. 1932 angesetzt. Die Pflanzen wurden in der 
Minerallésung v. d. Crone kultiviert. 

Das Ergebnis war folgendes: 


Tabelle VII. 





Die von 0,1 g Wurzeltrocken- ©» der dar- 
masse aufgenommenen gereichten — Aquivalent 
Reihe Versuchslisung Mengen NH, und Cl Menge verhaltnis 
mg [mg ha. |me de a 
£& Aq. Aq. y = 
Ol NH, | Cl NH,; © 


| | 42 034 012 58 2,0 1:0,36 
46 | 0,38 | 018 | 64! 22 1:0,34 

| | 40 032 O11 55 19 1:0,34 
| NH,CI mit | 3 63 057 018 98 30 1:0,32 
Zusatz von 20cem 6,8 0,61 0,19 10,5) 32 1:0,31 

| Stallmistextrakt | 70 065 020 111 33. 1:03! 


NH, Cl 


Der Zusatz der kolloidalen Humuslésung macht sich in der Aufnahme 
beider Ionen sehr stark bemerkbar; die Aufnahme des NH,-Ions ist um 
75°, die des Cl’-Ions um 56°, gestiegen. Das Aquivalentverhialtnis der aut- 
genommenen lIonen hat sich daher ein wenig verschoben. 


8. Versuch. Angesetzt am 22. V. 1932. 


Der vorige Versuch wurde wiederholt und daneben wurde zum 
Vergleich der Mistextrakt zur Kulturlésung gesetzt. und zwar 25eem zu 
1 Liter Lésung. Unter Wirkung der Kolloidlésung entwickelte sich das 
Wurzelsystem iippiger; die Wurzeltrockenmasse der Pflanzen der ersten 
und zweiten Gruppe, die auf mineralischer Lésung gewachsen waren, betrug 
144.8 bzw. 145,8 mg, wahrend sie auf der kolloidalen Lésung 164,6 mg 
betrug. Zwar wird die aufgenommene Menge lTonen auf die Einheit der 
Wurzeltrockenmasse berechnet, aber die Autnahme hangt doch von der 
wirksamen Oberflache ab, was im Versuch nicht beriicksichtigt werden 
kann. Das Ergebnis dieses Versuchs war folgendes: 


Tabelle VIII. 





Die von 0,1g Wurzeltrocken-  °/,) der dar- 
f masse aufgenommenen gereichten Aqui- 
Versuchs- Mengen NH, und Cl Menge valent- 
lisung ————_$__—__—— . ———— verhiltnis 
: ‘ N :C 
NH, Cl NH,: Cl 


Kulturlésung 


mg mg Aq. mg Aq. 
cl V Hyg ; 


| 2:42 | 084 | 0,12 

40 | 030 O11 

| 74} 50 | 041 | O14 

oo 2 ed 6,3 0,56 0,18 

v. d. Crone von 20 eem oe i on 
Mistextrakt ’ 6 ; 
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Trotzdem also das Wurzelsystem der drei letzten Reihen tppiger 
entwickelt war, so sind doch weniger Ionen aufgenommen worden als 
in den Reihen 4 bis 6. Offenbar wirkt der Zusatz der Kolloidstoffe unmittel- 
bar zur Versuchslésung starker als zur Kulturlésung, trotzdem auch dieser 
Zusatz eine deutliche Nachwirkung verursacht. Bei Zusatz zur Kultur- 
lésung wurde die Aufnahme der NH,-Ionen um 40°, gesteigert, die der Cl’- 
Ionen um 25°, dagegen bei Zusatz zur Versuchslésung um 60 bzw. 46°,. 
Die unmittelbare Wirkung ist also starker als die Nachwirkung. DaB aber 
bei dieser Nachwirkung nicht etwa nur die gréBere Wurzeloberflache, die 
sich unter Kolloidzusatz entwickelt hat, wirksam ist, geht daraus hervor, 
da8 der EinfluB auf die Aufnahme der beiden Ionen nicht gleichmaBig ist; 
die Aufnahme der NH,j-lonen wird starker gesteigert als die der Cl’-Ionen. 


9. Versuch. Angesetzt am 28. V. 1932. 

Dieser Versuch ist eine Ergainzung des vorigen, indem naémlich gewisse 
Reihen den Mistextrakt sowohl zur Kulturlésung wie zur Versuchslésung 
erhielten. Es sollte damit versucht werden, etwa eine maximale Wirkung 
des Kolloidzusatzes zu erzielen. Diese Reihen wurden dem vorigen Versuch 
nicht angegliedert, da es schwer ist, in einem Versuch iibermaéBig viele 
Reihen anzustellen und fehlerfrei durchzufiihren. Das Ergebnis war folgendes : 


Tabelle IX. 





Die von 01g Wurzeltrocken- ©), der dar- 
y masse aufgenommenen gereichten Aqui- 
Kulturlisung ersuchs Mengen NH, und Cl Menge valent 
lisung ad i - verhaltnis 


v. d. Crone | | 


| NH,¢1 | 


Reihe 


mg mg mg Aq. mg Aq. : , NH,: Cl 
NH, Cl NH, co NH} Cl 


0,41 0,14 y - 0,34 
0,34 0,12 f é : 0,36 
0,30 0,11 5, iy. : 0,37 
0,42 0,14 ‘ : 20,33 
0,53 0,17 3,2 : 0,32 
0.45 0.15 6 : 0,33 
0,74 | 0,22 4 : 0,30 
0,65 0,20 4 3,8 : 0,31 
0.70 0,21 3.é 0 - 0.30 


2th 
te te oO 


coo =~ 
2 


on 
te CO ere ara 


~ 


i 
J~) 
_ 


v. d. Crone 

mit Zusatz 
von 25cem NH,Cl mit 

Stallmist- | Zusatz von | 

extrakt 20eem Stall-| 
mistextrakt 


oO 
Oo Ss OCrbo or 


we 


DrAID 
— 
wo 
ao 


11,8 
12,6 


“Ins 


(Ja) 


In der Tat hat der Zusatz der Kolloidstoffe sowohl zur Kulturlésung 
wie zur Versuchslésung eine Maximalwirkung verursacht, die sich in einer 
Steigerung der Aufnahme der NH -lonen bis 97°,, der Cl-lonen bis 67°, 
kundgibt. Im iibrigen war die Nachwirkung bei Zusatz der Kolloidstoffe 
zar Kulturlésung fast genau dieselbe. wie im vorigen Versuch, was die 
einwandfreie Ausfiihrung der Versuche bestatigt. Sie betrug in diesem 
Versuch fiir NH4-Ionen 33°, (im vorigen Versuch 40°,), fiie Cl’-Lonen 22°, 
(im vorigen Versuch 25°,,). 


10. Versuch. Angesetzt am 26. VIL. 1932. 

In diesem Versuch wurde der EinfluB verschiedener Mengen einer 
kolloidalen Lésung des Mistextraktes gepriift. Es wurden zur 200 cem 
NH,(C1-Versuchslésung folgende Mengen eines Mistextraktes gesetzt: 
5. 10, 20,40 cem und dann auf 250 cem aufgefiillt. Mit steigender Menge 
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des Mistextraktes steigt auch die Aufnahme beider Ionen verhaltnis 
maBig stark bis 20cem Zusatz, von da ab bedeutend schwacher, wie dies 
aus Abb. 2 ersichtlich ist. In einem ahnlichen Versuch, den Pastewski 
mit Zuckerriiben tiber die Aufnahme von CaCl, durchfiihrte, hat sogar die 
Konzentration bei Zusatz von 40 ccm nachteilig gewirkt, wahrscheinlich 
deshalb, weil in der Kolloidlésung geringe Mengen Faulnissubstanzen vor- 
handen waren, die auf die Pflanze eine nachteilige Wirkung ausiiben. Die 
schwachere Wirkung einer héheren Konzentration diirfte also auf diesen 
Faktor zuriickzufiihren sein. Immerhin haben wir in dem Stallmistextrakt 
nicht nur mit dem giinstigen EinfluB der kolloidalen Humuslésung, sondern 

auch mit dem nachteilig wirkenden 
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Abb. 2. Angesetzt am 18. VI. 1932. 
viceatanas ser aene,weneen Wesel In diesem Versuch oll der Ein 
moniumehlorids dureh die Zuckerriiben- fluB8 einer Lehmaufschwemmung 

pflanzen. auf die Aufnahme der Ionen ge- 


priift werden. Die Versuchsdauer 
wahrte 48 Stunden. Zugleich wurde auch in drei Versuchsreihen eine solche 
Lehmaufschwemmung der Kulturlésung ebenso wie der Versuchslésung 
zugetiigt. Das Resultat war folgendes: 


Tabelle X. 





Die von 0,1 g Wurzeltrocken- °/,) der dar- 








© . masse aufgenommenen gereichten Aqui- 
“Bor Versuchs- Mengen NH, und Cl Menge valent- 
xs ti lésung bing ‘ ; eas | SEM lt 
we g y Aq.| mg Aq. yy . NH,: Cl 
me |e [eae |S"), | a | BH 
1 | | 7,4/ 5,1 | 041 | 0,14 | 7,8) 2,7] 1:0,34 
2 NH,Cl 7,5 4,9 0,41 0,14 7,9 2.6) 1:0,34 
3 ae | 67/46 037 013 | 7,0 24) 1:0,36 
v. d. Crone 
4 NH.Cl 8,8; 56 | 049 | 016 | 92 3,0 > 1:0,33 
5 5 zt 10,1 6,3 0,56 0,18 10,6 3,3) 1:0,382 
6 mrt srusatz | 9,3 6,1 || 0,51 | 0,17 | 9,8) 3,0] 1:0,88 
von 20 cem : ? 
71) 2G Grone \( Lebm-  )! 11.91 6,7 || 0,62 | 0,19 | 11,9| 8,5 1: 0,81 
g | mit Zusatz lanfschwem-} 11'5/ 79 064 020 122 87 | 1:0,31 
9 | Lehmaut- oe 113 68 062 0,19 11,9 36) 1:0,31 


schwemmung 


Aus der Tabelle X geht zur Geniige hervor, da der Zusatz der Lehm- 
aufschwemmung zur Versuchslésung deutlich die Aufnahme des NH,-Ions 
. ¢ ad ° a’ ° é - d 
steigerte (um 31°,,), wahrend die Cl -lonenaufnahme etwas schwacher ge- 
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steigert wurde (um 22°,). Der Zusatz der Lehmaufschwemmung zur Kultur- 
lésung steigerte den Gesamteffekt bedeutend, die Steigerung fiir das 
NH,-Jon betrug 58°,, fiir das Cl’-Ion 39°,. Wir haben es also auch hier mit 
einer Nachwirkung der zur Kultur zugesetzten Aufschwemmung zu tun. 


12. Versuch. Angesetzt am 23. VI. 1932. 

Dieser Versuch bildet eine Ergainzung des vorigen in der Richtung, 
daB8 die Lehmaufschwemmung der Kulturlésung zugesetzt wurde, darauf 
aber die Pflanzen in reine Versuchslésung des Mineralsalzes getaucht 
wurden, daneben wurden auch Reihen angesetzt, wo die Lehmaufschwem- 
mung sowohl der Kulturlésung wie der Versuchslésung zugesetzt wurde. 
Der Versuch dauerte 48 Stunden. Das Resultat war folgendes. 


Tabelle XI. 





Die von 01g Wurzeltrocken- ° 9 der dar- 


© y , — aufgenommenen we Aqui- 
£ - se) ersuchs- lengen NH i Cl Menge alent- 
= Kulturlisung lésung a . Bsa : verhaltnis 
mg mg mg Aq. mg Aq. wy ’ NH,:Cl 
NH,| cl | NH, | cr | NHa) © : 
1/1) 5,7 | 4,1 0,31 0,11 6,1; 2,2 1:0,36 
2 | vd. Crone 62/44 034 | 012 | 65 23 1:0,36 
gif SHC 68/46 037 0138 | 71 24 1:0,36 
thei 6.9 4,7 038 | 013 7,2 2.5 1:0,34 
5 ma Zusatz | 8,3 | 53 0,46 0,15 8,7 2'8 1: 0,33 
6 lyon 23 com 87°56 048 O16 91,30 1:0,88 
a N Y 9 ap me ‘ 
7 Lehm- |} mit Zasatz { 118) 72 | 0.65 | 0,20 123/38) 1:0,81 
8 |aufschwem- } von 20cem 12 ae 7,4 | 0,70 | 0,21 | 13,3! 3,9) 1:0,30 
9 mung | Lehmauf- 14 6.5 0.57 0,18 108 34 1:0,32 


schwemmung 


In diesem Versuch ist die CGesamtwirkung bei Zusatz der Lehmauf- 
schwemmung sowohl zur Kulturlésung wie zur Versuchslésung starker 
hervorgetreten wie im vorigen, sie betraigt fiir das Ammoniumion 85”,, 
fir das Ci’-lon 63°,,. dagegen war 
die Nachwirkung bei Zusatz nur nul 

0 


zur Kulturlésung schwach, sie 7 


steigerte die Aufnahme um 27 °,, fiir P —— = 











das NHj-Ion und um 21°, fiir das 2 : SIRES SERN 
Cl’-Ton. | a eee | 
13. Versuch. ge 
+ } 
Angesetzt am 31. VII. 1932. 2 
Da in den Versuchen die ‘ j 
giinstige Wirkung der Lehmaut- 5 @ 0 


2 
com Lehmautbohwermung 
Abb. 3. 
Der EinfluB verschiedener Mengen der Lehm- 


schwemmung festgestellt worden 
ist, wurde nunmehr die Wirkung 


verschiedener Mengen der Lehm- aufschwemmung auf die Aufnahme des 
aufschwemmung untersucht. Die Ammoniumcehlorids durch die Zuckerriiben- 


Pflanzen wurden in der Nahrlésung pflanzen. 


ved. Crone kultiviert und dann in 

die Versuchslésung gebracht, die 5, 10, 20 und 40 cem Lehmauf- 
schwemmung erhielt, also 15 Reihen, jede Kombination mit drei Reihen. 
Das Resultat dieses Versuchs, der 48 Stunden dauerte, ist graphisch in Abb. 3 
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dargestellt. Wir sehen, daB bei den ersten drei Konzentrationen die Kurve 
der Ionenaufnahme fast eine gerade Linie bildet. Erst bei Zusatz von 
40 com Lehmaufschwemmung fallt die Kurve etwas ab. Das Aquivalent- 
verhaltnis der aufgenommenen lonen andert sich ganz wenig, ahnlich 
wie im Versuch 10: bei Steigerung der Kolloidsubstanz werden ver- 
haltnismaBig mehr NHj-Ionen aufgenommen als Cl’-Ionen. 


Die Besprechung der Gesamtergebnisse. 


Aus den vorliegenden Versuchen, welche zum gré8ten Teil mit 


jungen Zuckerriibenpflanzen ausgefiihrt wurden — zwei Versuche 
wurden mit Senfpflinzchen durchgefiihrt — zeigte es sich, daB beide 


Salze, sowohl MgCl, wie NH,Cl, wahrend der Versuchsdauer 48 Stunden 
in Mengen aufgenommen wurden, welche analytisch bestimmt werden 
konnten. Der Zusatz eines Kolloidstoffs — als solcher wurde eine 
kolloidale Humuslésung aus Stallmist, welche, soweit mdéglich, frei war 
von Fiaulnissubstanzen, oder auch eine Lehmaufschwemmung_ ver- 
wandt — steigerte betraichtlich die Ionenaufnahme. Die Wirkung 
auf die Aufnahme der Kationen war energischer als auf die Aufnahme 
des Cl’-Ions, das in einigen Fallen unter Wirkung der Kolloidstoffe 
sogar in geringerer Menge aufgenommen wurde. Die Ergebnisse dieser 
Versuche stimmen grundsatzlich mit den Resultaten iiberein, die 
Pastewski bei der Aufnahme von CaCl, erzielt hat. Dabei ist kein Unter- 
schied in der Wirkung der Humuslésung und der Lehmaufschwemmung 
zu beobachten, trotzdem doch diese Substanzen physikalisch wie 
chemisch ganz verschieden sind. Interessant ist die Wirkung dieser 
Substanzen insofern, als bei Zusatz zur Kulturlésung und darauf- 
folgender Beseitigung derselben sich doch noch eine Nachwirkung 
auf die Ionenaufnahme kundgibt, in der Weise, da} die Aufnahme des 
einen Ions starker gesteigert wird als die des anderen. Offenbar haben 
wir es mit einer langer wahrenden Strukturanderung des Plasmas 
unter der Einwirkung der Kolloidstoffe zu tun. Daraus diirfte der 
SchluB zu ziehen sein, daB die Wirkung der Kolloide auf den Pflanzen- 
organismus auf dem unmittelbaren Einwirken dieser Substanzen auf 
das Plasma beruht. Worauf diese Erscheinung zuriickzufiihren ware, 
bleibt naher zu erforschen. 


Die vorliegenden Untersuchungen sind mit der Unterstiitzung des 
Ministeriums fiir Landwirtschaft der Republik Polen ausgefiihrt worden. 
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Phiorrhizinhemmung der Zuckergirung durch Bacterium coli. 
Von 
Luigi Califano. 
(Aus der biochemischen Abteilung der Zoologischen Station Neapel.) 


(Eingegangen am 25, April 1934.) 


Seit den Versuchen Lundsgaards! scheint das Problem der 
Phlorrhizindiabetes auf dem Wege der Lésung zu sein. 


Lundsgaards Versuche basieren auf dem Befund von Kay”, wonach 
die Schleimhaut des Diinndarms und die Nierenrinde ungewoéhnlich reich 
an Phosphatase sind. Da die Resorption eine beiden Geweben eigene Funk- 
tion ist, kénnte man an eine Beziehung zwischen Fermentgehalt und 
Resorption denken; um so mehr, als Verzdér* gefunden hat, daB die Hexose- 
molekiile bei der Wanderung durch die Darmschleimhaut durch Phosphory- 
lierung aktiviert werden. Andererseits bewirkt nach Paulson * Phlorrhizin 
Glucosurie, weil es die Resorption der Glucose durch die Nierenkanile 
verhindert. Lundsgaard hat daraufhin feststellen wollen, ob die Wirkung 
des Phlorrhizins auf eine Beeinflussung des Auf- und Abbaues der Hexose- 
phosphorsaure zuriickzufiihren sei. Er hat die sehr interessante Tatsache 
gefunden, daB Phlorrhizin in einer Konzentration von m/200 bis m/50 eine 
deutlich hemmende Wirkung auf die Phosphorylierungs- und Dephosphory- 
lierungsvorginge hat und damit auch auf die Milchséurebildung. Das 
Phlorrhizin hemmt auch die Glykolyse der Hirngewebe, wonach (Lundsgaard) 
anzunehmen ist, daB auch im Hirngewebe die Glykolyse im Gegensatz 
zu dem, was man bisher geglaubt hat — auf dem Wege iiber die Phosphory- 
lierung verlauft. Im lebenden Organismus bewirkt Phlorrhizin jedoch nur 
in der Niere eine Hemmung der Phosphatase; denn nur hier stellt sich eine 
geniigend hohe Konzentration dieser Substanz ein. Die Glucose, die durch 
die Glomeruli hindurchgegangen ist, wird, auf Grund dieser Phlorrhizin- 
wirkung, nicht mehr esterifiziert, nicht mehr resorbiert und daher aus- 
geschieden. Weitere Versuche Lundsgaards® haben gezeigt, daB Phiorrhizin 
auch im Darm die Resorption der Glucose durch die Schleimhaut verhindert. 
aber dabei nicht die Resorption der Aminosiuren hemmt. 


Ich habe die Wirkung des Phlorrhizins auf die Zuckergérung durch 
B. coli untersucht. 

Dieses Bakterium baut Glucose mindestens teilweise mit 
Hilfe eines Phosphorylierungsprozesses unter Bildung von Hexose- 
phosphat ab. Newberg und Kobel® sowie Virtanen und Mitarbeiter’ 
haben die Bedeutung der Phosphorylierung fiir die Garung des Dioxy- 
acetons bewiesen, deren Geschwindigkeit bis zu 60°, durch Phosphate 
beschleunigt wird. K. Meyer® hat angegeben, da Monojodessig- 


1 Diese Zeitschr. 264, 209, 1933. * Biochem. J. 22, 855, 1928. 
3 Ergebn. d. Physiol. 32, 391, 1931. — 4 J. of Physiol. 69, 411, 1930. 
5 Diese Zeitschr. 264, 221, 1933. — ® Ebenda 208, 452, 1928. — 7 Annales 
Acad. scient. fennicae 36, 1, 1933. — § Diese Zeitschr. 256, 105, 1932; 


262, 329, 1933. 
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siure! in Konzentrationen, die unter der tédlichen liegen, die Bildung 
von Milchséure durch Milchséurebakterien hemmt. Namentlich abe: 
hat Antoniani* gezeigt, daB ein phosphoryliertes Zwischenprodukt 
des Zuckerabbaues, die Phosphoglycerinséure, vom B. coli leicht ver- 
arbeitet wird. 

In Vorversuchen mit B. coli habe ich Kulturen auf Drigalski- 
Platten mit und ohne Zusatz von Phlorrhizin hergestellt. Die Ergebniss: Hat 
waren nicht klar, und da auBerdem eine Unterscheidung der Wirkung 
von Phlorrhizin auf die Atmung und auf die Garung in dieser Weise 
nicht mdglich ist, habe ich die Untersuchungen manometrisch nach 








, z Rin 
Warburg durchgefihrt. 
P P samt ae “= ai Gas 
B. coli wurde wie iiblich auf Agarplatten bei 37° geztichtet und nach 
24 Stunden mit eisgekiihlter Ringerlésung abgespiilt. Die Colisuspension 
: wurde auf der Zentrifuge zweimal mit kalter Ringerlésung gewaschen, 
die auBer der gewéhnlichen fiir Atmung bzw. Gérung vorgeschriebenen 
Bicarbonatmenge auch 1 cem m/15 Phosphatpuffer nach Sdrensen, py 7.4. 
auf 10cem Lésung enthielt. Das Phlorrhizin wurde in Ringer-Phosphat 
auf dem Wasserbad bis zur Lésung erwirmt. Einzelheiten in den folgenden 
Versuchsprotokollen. Es ist wichtig, zu bemerken, daB® B. coli Phlorrhizin 
nicht vergart. 
Tabelle I zeigt, daB Phlorrhizin bei einer Konzentration von m 75 
die Glucosegérung um etwa 80°, hemmt; aus Tabelle I] dagegen ist gel 
bei m/150 eine Hemmung um etwa 25% ersichtlich. Konzentrationen ne 
unter m/200 sind fast nicht mehr wirksam. ry 
r Zu 
Tabelle I. 
Phlorrhizinwirkung auf Atmung und Glucosegaérung 
(Konzentration m/75). 
8 11 6 10 = 
; : 2eem wee “a 2¢cm m/50 Phlorrhi- 
2ecm Ringer m/50 Phiorrhizin phony bce zin in Ringer 
Hi: 4 leem Coliauf- in Ringer atten leem Coliauf- 
lauptraum : schwemmung nam Conant. gituae Shatien schwemmung H 
| 0. = 1,58 schwemmung pa ; 0,54 mg Glucose m 
(0g = 1,47 a sett ae Koo, =1,70 
Pin gates | 0,3 cem 0,3 cem ii 
Rinents . .. +. \ 5% ige KOH  5°%oige KOH Sie 
Gasmischung .. . Luft Luft || 5% 9 COg in Ng 59 COs in N, 
ca arpiaaaay rp : ; * >Re or een Gas 
Zeit in Min. emm QO» absorbiert emm CO, ausgetrieben 
10 — 11,05 — 17,60 + 133,30 + 23,80 
20 — 22,12 — 82,30 + 251,30 + 47,60 
30 — 31,60 — 42,60 +- 864,30 + 71,40 
40 — 41,08 — 54,36 + 471,20 + 95,20 
50 — 50,56 — 61,71 + 568,80 + 117,30 
60 — 58,46 — 70,53 + 661,80 + 139,40 
! Vgl. hierzu die Darlegungen von Lundsgaard, diese Zeitschr. 217. 
162, 1930; 220, 1, 1930 und die experimentellen Befunde von Yamasaki, 
ebenda 228, 123, 1930. — * Diese Zeitschr. 267, 376, 1933. ebe 
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Tabelle LI. 


Phiorrhizinwirkung auf Atmung und Glucosegarung 
(Konzentration m/1L50). 





10 s 1 9 
leem 1 cem m/50 Phlorrhi- 
2cem Ringers m/50 Phlorrhizin | sccm Ringergg  zin in Ringerog 
leem Coliauf- in Ringer, leem Coliauf- leem Ringers 
Hauptraum .. . schwemmung 1 ccm Ringer schwemmung leem Coliauf- 
| > leem Coliauf-  0,54mg Glucose schwemmung 
Oo = 1,52 — emmung Keo, = 156 0,54 mg Glucose 
O. = 1,58 COs = 1,65 
mes cbt ae 0,3 cem 0,3 cem 
Einsats - || 5% ige KOH 5%, ige KOH 
Gasmischung .. . Luft Luft 5% COg in No 5% COs in No 
Zeit in Min. emm Op, absorbiert emm CO, ausgetrieben 
10 —13,68 | — 12,64 + 140,40 + 117,15 
20 — 24,32 — 22,12 + 276,12 + 226,15 
30 — 34,96 — 33,18 + 416,52 + 331,65 
40 — 45,60 — 42,66 + 550,68 + 427,35 
50 — 56,24 — 53,72 + 680,16 + 516,45 
60 — 66,88 — 63,20 + 803,80 + 598,95 


Die Atmung wird, wie aus den Tabellen hervorgeht, nicht nur nicht 
gehemmt, sondern sogar gelegentlich gesteigert!. Es ist daher anzu- 
nehmen, daB man es hier nicht mit einer allgemeinen Giftwirkung, 
sondern mit einer spezifischen Garungshemmung durch Phlorrhizin 
zu tun hat. 

Tabelle ILI. 


Phlorrhizinwirkung auf Atmung und Lavulosegaérung 
(Konzentration m/75). 





6 8 1 2 
‘a 2. ‘ 2ecem 2ecm Ringerg9 2cem Phlorrhizin 
{ peo joa ag m/50 Phlorrhizin || 1eem Coliauf- in Ringer 
" cm — in Ringer» schwemmung leem Coliauf- 
Renplream . . » schwemmung leem Coliauf- 0,54 mg Livu- schwemmung 
Os = 1,31 schwemmung lose 0,54 mg Livulose 
Og = 1,58 Keo, = 1,56 Keo, 1,65 
ALES | 0,3 cem 0,3c¢em “ng 
Kinsatz----- | 5% ige KOH  5°%,ige KOH 
Gasmischung .. . Luft Luft 5% 9 COs in Ng} 5/9 COg in No 
Zeit in Min. emm QO, absorbiert emm CO, ausgetrieben 
10 — 13,10 — 14,22 + 14,04 + 4,95 
20 — 24,90 — 28,44 + 29,64 + 9,90 
30 — 36,70 — 41,08 + 48,36 + 13,20 
40 — 47,19 — 53,72 + 71,76 + 18,15 
50 — 56,37 — 66,36 + 96,72 + 23,10 
60 — 65,55 — 79,00 + 124,80 + 28,05 


1 Unter den Bedingungen der Versuche unterliegt Phlorrhizin einer 
eben merklichen Spontanoxydation. 
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Von vielen anderen untersuchten Zuckern werden durch B. coli 
auBer der Glucose nur noch Livulose und Mannose vergoren, wenn 
auch mit verschiedener Anfangsgeschwindigkeit?. Arabinose und 
Xylose werden, wie schon Harden (1901) und spater Rona und 
Nicolat (1926) gefunden haben, durch B. coli angegriffen. Die Garung 
erfolgt jedoch so langsam, da ich auf eine nihere Untersuchung ver- 
zichtet habe. Die Tabellen IT] und IV zeigen den EinfluB des Phlorrhizins 
auf die Vergirung von Livulose und Mannose durch B. coli. Man findet 
auch hier eine starke Hemmung der anaeroben Glykolyse und keine 
Hemmung der Atmung. 

Tabelle IV. 


Phlorrhizinwirkung auf Atmung und Mannosegarung 
(Konzentration m/75). 





6 8 1 2 
, ‘ 2cem 9 ce i 2eem Phlorrhizin 
| res rm aed | m/50 Phlorrhizin nl ay in Ringers 
Hauptraum schwemmung in Ringer, schwemmung 1eem Coliauf- 
7 1eem Coliauf- | 954mg Mannose schwemmung 
02 = 1,31 schwemmung K 0,54 mg Mannose 
3 4 < CO. = 1,56 K. Bs 
Oy = 1,58 2 CO. = 1,65 
ere { 0,3. cem 0,3 cem 
ON 58 ns || 5%ige KOH 5%oige KOH 
Gasmischung .. . Luft Luft 5% CO, in Ng | 5/9 COg in No 
Zeit in Min. emm O2 absorbiert ~ emm CO», ausgetrieben 
10 — 19,60 — 22,16 + 68,50 + 14,85 
20 — 36,60 _ 44,32 + 143,50 + 28,05 
30 — 51,06 — 61,72 + 206,00 os 39,55 
40 — 66,60 — 177,52 + 276,00 + 52,75 
50 — 82,20 — 91,72 + 338,50 + 61,02 
60 — 99,20 — 107,52 + 394,70 + 70,92 


Zusammenfassung. 

Phlorrhizin iibt eine starke Hemmung auf die Glucosegaérung durch 
B. coli aus. Die Wirkung ist bei einer Konzentration an Phlorrhizin 
von m/150 deutlich und bei einer Konzentration von m/75 sehr stark. 
Die Atmung wird durch die genannte Konzentration nicht beeinflubt, 
héchstens ein wenig beschleunigt. Durch Lundsgaard ist bewiesen worden, 
daB durch Phlorrhizin das Phosphatase-Phosphatesesystem in tierischen 
Geweben und in Trockenhefe gehemmt wird. Man mu daher mit 
Antoniant nach den vorliegenden Versuchen annehmen, daB auch die 
Glucosegirung des B. coli auf dem Wege iiber eine Phosphorylierung 
des Zuckers verlaiuft. B. coli vergirt anaerob nicht nur Glucose, sondern 
auch Lavulose und Mannose, wenn auch verschieden schnell. Die 
Lavulose- und Mannosegarung wird ebenso wie die Garung von Glucose 
durch Phlorrhizin gehemmt. 

' Diese Verschiedenheit ist vielleicht darauf zuriickzufiihren, daB die 
langsamer vergirenden Zucker im Laufe des Garungsprozesses einer allelo- 
tropen Umwandlung von einer epimeren Form in die andere unterworfen sind. 
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Uber die quantitative Bestimmung des Pepsins. 


Von 
L. Utkin. 
(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Staatlichen Chemo-Pharma- 
zeutischen Forschungsinstituts in Moskau.) 
(Eingegangen am 11. April 1934.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Es ist schwer, zwischen den Methoden, die fiir die quantitative 
Bestimmung des Pepsins vorgeschlagen worden sind, eine solche zu 
finden, welche in den Untersuchungen tiber die Natur dieses Enzyms 
bequem und mit Sicherheit anwendbar ware. Die zahlreichen klinischen 
Methoden sind wenig genau und erscheinen theoretisch schwach_ be- 
griindet zu sein. In der nephelometrischen Methode von Rona und 
Kleinmann (1), die gut ausgearbeitet ist, werden eine sehr verdiinnte 
Substratlésung und sehr kleine Enzvymmengen angewandt; die Methode 
von Ege (2), welche ich in meiner kiirzlich veréffentlichten Arbeit (3) 
angewandt habe, hat denselben Nachteil und auBerdem ergibt die 
Titration manchmal grobe Fehler, so da jede Bestimmung durch 
mehrere Parallelversuche begleitet werden soll. Die geringe Quantitat 
der durch Pepsineinwirkung in Freiheit gesetzten Amino- bzw. Carboxyl- 
gruppen des Proteins macht die Anwendung der allgemein anerkannten 
Titriermethoden wenig bequem, da in diesem Falle die Titrations- 
ausschlige zu klein erscheinen. 


Aus den angefiihrten Griinden sollte fiir diesen Zweck eine physi- 
kalisch-chemische Methode, auBer den oben erwahnten, gesucht werden. 
Schon seit mehreren Jahren sind refraktometrische Methoden von 
Rostock (4), Schorer (5), H. Fischer (6), Kupelwieser und  Rossler (7) 
und Friederich (8) bekannt geworden, haben aber nur eine sparliche 
Anwendung gefunden. In der Tat erscheinen diese Methoden vom 
theoretischen Standpunkt aus nicht vollkommen einwandfrei. Ais Sub- 
strat dienen hier nicht besonders definierte Substanzen — Eieralbumin, 
das entweder in Lésung oder im festen Zustande, als aufgequollenes 
Pulver des koagulierten Proteins, der Einwirkung von Pepsin unter- 
worfen wird, oder Fibrinpulver. In letzteren zwei Fallen soll die Enzym- 
wirkung von der ausgesetzten Oberfliche des Substrats abhangig sein, 
und die Methode hat keinen Vorteil gegeniiber den wohlbekannten 
..kolorimetrischen* Verfahren, in welchen gefarbtes Fibrinpulver 
als Substrat angewandt wird. 

Bei der Ausarbeitung der hier zu beschreibenden Methode habe 
ich mich bemiiht, die erwahnten Nachteile méglichst zu vermeiden. 
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Als Substrat wurde von mir das wohldefinierte Casein ausgewahlt, 
welches als saure Lésung in einer nicht zu geringen Konzentration 
(2°, im Versuchsgemisch) genommen wurde. Andererseits wurde das 
Volumen des Gemisches méglichst verkleinert, um die fiir die Bestimmung 
erforderliche Fermentmenge zu verringern. 

Prinzipiell steht die Methode der schon langst bekannten, von 
T’. B. Robertson (9) fiir die Bestimmung des Trypsins vorgeschlagenen, 
sehr nahe: die salzsaure Caseinlésung wird durch die bekannte Menge 
des zu untersuchenden Pepsinpriparates verdaut; am Anfang und am 
Ende der Verdauungszeit werden von dem Gemisch Proben entnommen, 
in welchen Casein im isoelektrischen Punkte ausgefallt und dann ab- 
filtriert wird. Die Differenz der Brechungsexponenten beider Filtrate 
stellt ein MaB dar, nach welchem die Pepsinwirksamkeit bzw. Quantitat 
berechnet werden kann. Da die Methode sehr zuverlassig zu sein scheint, 
wird sie im folgenden ausfiihrlich beschrieben. 


Erforderliche Lésungen: 


1. Caseinlésung. 6g Casein (nach Hammarsten) werden mit 95 eem 
Wasser iibergossen, gut durchgemischt und einige Zeit stehengelassen ; 
dann werden 5 ccm n NaOH zugefiigt und das Gemisch auf einem schwach 
siedenden Wasserbad unter Umriihren bis zur Auflésung des Caseins er- 
wirmt. Jetzt gibt man ein Stiickchen Thymol in die heiBe Lésung hinzu, 
schwenkt gut um und laBt erkalten. Aus dieser Vorratslésung, die langere 
Zeit haltbar ist, wird am Tage des Versuchs eine saure Lésung bereitet. 
wozu ein abgemessenes Volumen der Caseinlésung in das gleiche Volumen 
einer 0,25 n Salzsiurelésung in diinnem Strahl und unter staéndigem Um- 
schwenken eingegossen wird. Dadurch bekommt man eine schwach opales- 
zierende 3° ige saure Caseinlésung. 

2. Natriumacetatlésung, 0,133 n. 


Ausfiihrung der Bestimmung. 


In ein etwa 20cem fassendes und mit einem angeschliffenen Glas- 
stopfen versehenes Reagensglas werden 10 ccm der obigen sauren Casein- 
lésung eingebracht und so viel Wasser zugegeben, daB nach dem Zufiigen 
der zu untersuchenden Pepsinlésung das Gesamtvolumen genau 15 ccm 
betrage. Das Reagensglas wird in einen Wasserthermostaten von 30 +- 0,05° 
eingestellt und etwa 10 Minuten erwarmt. Jetzt wird die abgemessene 
Menge der Pepsinlésung zugegeben und die Fliissigkeit durch zweimaliges 
Umdrehen des Glases durchgemischt, wonach das Glas wiéder in den 
Thermostaten eingestellt wird. Unmittelbar darauf wird die erste Probe 
von 5ccem entnommen und in einen Kolben mit 5ccem Natriumacetat - 
lésung einpipettiert, wobei man die Zeit notiert. Das Casein wird dadurch 
ausgefallt und die Wirkung des Pepsins augenblicklich zum _ Stillstand 
gebracht. Genau 30 Minuten nach der Entnahme der ersten Probe wird 
die zweite entnommen und ebenso wie die erste verarbeitet. Beide Gemische 
werden dann durch kleine Filter (Durchmesser 6ecm) filtriert und die 
Brechungsexponenten der erhaltenen klaren Filtrate in einem Refrakto- 
meter bestimmt. 
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Die Aziditat des Versuchsgemisches entspricht am Anfang des Versuchs 
einem pu 1,6 und wird mit fortschreitender Caseinspaltung héchstens 
bis etwa pu 1,7 verschoben. Es ist sehr bequem, mit einem Refraktometer 
von Pulfrich (Zeiss) zu arbeiten und das Differenzprisma IV zu benutzen. 
Die Lésungen werden dabei in die Halften des Prismas eingegossen und die 
Differenz der Brechungswinkel (47 = 7, — ¢,) an der Trommel des Apparates 
in Minuten des Winkels abgelesen; die Ablesung kann mit einer Genauigkeit 
von 0,1 bis 0,2 Minuten gemacht werden, was einer Genauigkeit von 0,8 bis 
1,6. 10-5 im Brechungsexponenten entspricht. Nach der Umrechnung der 
in Minuten des Winkels abgelesenen Differenz in die Brechungsexponenten- 
differenz An mit Hilfe der Tabelle, welche jedem Prisma beigelegt wird, 
oder nach der Berechnung von An durch Sub- 
traktion, wenn die Bestimmung unter Anwendung 
eines Eintauchrefraktometers ausgefiihrt worden 
war, wird die Quantitaét des in der Lésung ent- 
haltenen Pepsins ermittelt. Dazu dient eine Stan- 
dardkurve (Abb. 1), welche auf Grund = von 
mehreren, mit verschiedenen Mengen eines Pepsin- 60} 
priparates (Parke, Davis & Co.) durchgefiihrten - 
Bestimmungen gewonnen wurde. Diejenige Pepsin- 8 
Menge, welche unter oben angefiihrter Ver- SW 
suchsanordnung eine solehe Spaltung des Caseins 


= = % 








hervorrief, daB An 0,00050 gleich war, wurde als ” | 
Pepsineinheit gewahlt und PpE. bezeichnet. ry 

Bis jetzt wird die Aktivitaét der Pepsin- 10\ 
praparate durch die Quantitat des koagulierten See ee a 
Eieralbumins ausgedriickt, welche durch lg Pepsin Oo f £ fF WS 
unter bestimmten Bedingungen vollkommen ver- Abb. 1. 


daut wird (U.S. P., Pharm. U. 8.8. R., D. A. B. 

u.a.). Es war interessant, das Verhaltnis zwischen 

den neuen, von mir vorgeschlagenen, Einheiten und dieser Bezeichnung zu 
ermitteln. Dazu habe ich ein Priaparat von der Aktivitaét 1: 100 (Ph. U.S. 
S. R.) genommen und seine Aktivitét nach meiner Methode bestimmt. 
Es wurde gefunden, da das Priiparat 6,7 PpE. pro Gramm enthielt und 
somit konnte es festgestellt werden, daB 1 PpE. etwa 14 alten Einheiten 
gleich ist. 


Die bei der Konstruktion der Standardkurve als Basis genommenen 
Brechungsexponenten wurden bei Zimmertemperatur bestimmt. Beim 
Arbeiten mit einem Differenzprisma ist eine genaue Temperierung desselben 
iiberfliissig, da die beiden zu vergleichenden Lésungen nebeneinander und 
auf derselben Unterlage sich befinden, und die Ablesungen rasch nacheinander 
ausgefiihrt werden kénnen. Bei Anwendung eines einfachen Prismas da- 
gegen (z. B. 1) oder beim Arbeiten mit dem Refraktometer eines anderen 
Systems soll die Temperatur reguliert werden. 


Mehrere nach der beschriebenen Methode durchgefiihrte Bestimmungen 
wurden zur Berechnung des mittleren Fehlers benutzt. Die Berechnung 
ergab den mittleren Fehler von +- 2,5°., was fiir eine Enzymbestimmungs- 
methode als zuverliassig angesehen werden kann. Um den Fachkollegen die 
selbstandige Konstruktion der Standardkurve zu erleichtern, sind die Werte 
der Enzymaktivitat und die ihnen entsprechenden Brechungsexponent- 
differenzen (An) tabellarisch zusammengestellt. 
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Tabelle. 
4nX 105 PpE. 4nX 105 PpE. dn X 105 PpE. dn X 105 PpE. 
10 0,08 40 0,62 60 1,51 75 2,77 
20 0,20 50 1,00 65 1,54 80 3,40 
30 0,38 55 1,23 70 2,26 85 4,15 


Man kann voraussetzen, da durch Anwendung eines Interferometers 
die Methode stark verfeinert wird, doch konnte ich diese Vermutung nicht 
nachpriiten, da ich kein solches Instrument zur Verfiigung hatte. 

Zum SchluB wird ein Beispiel der nach der beschriebenen Methode 
durchgefiihrten Bestimmung der Aktivitét eines Pepsinpraparates 
angegeben. 

51 mg Pepsin wurden in 25,5cem Wasser gelést. Mit dieser Lésung, 
die 2mg Praparat in lecm enthielt, wurden vier Versuche angestellt. 
welche folgende Resultate ergaben: 





Pepsin- ' Pepsin- “ 
a nere i PpE. iets : »pE. 
priparat tn X105 PpE. pro a praparat 4nX 105 PpE. ae 
mg mg 
1,0 37 0,54 0,54 4.0 68 2.09 0,52 
2,0 52 1,08 0,54 6,0 79 3,25 0,54 


Zusammenfassung. 


1. Eine schnell ausfiihrbare Pepsinbestimmungsmethode — wird 
beschrieben ; die Methode basiert auf der refraktometrischen Bestimmung 
der durch Einwirkung von Pepsin auf das geléste Casein gebildeten 
Spaltungsprodukte. 

2. Es wird ein Mab der Pepsinaktivitat Pepsineinheit (PpE.) 
vorgeschlagen. 
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Beeinflussung der Gewebsatmung durch hypertonische Lésungen. 


I. Mitteilung: 


Chloride einwertiger Kationen’. 


Von 
Bruno Kisch. 
(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat 
K6In.) 


(Eingegangen am 29. Marz 1934.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Die in einer vorangehenden Mitteilung? festgestellte Tatsache, daB 
die Gewebsatmung von Herz- und Rinderretina durch eine hyper- 
tonische (m/5) Harnstofflésung anders beeinfluBt wird als die des 
Nierengewebes, gab die Anregung, zu untersuchen, welchen EinfluB 
iiberhaupt hypertonische Lésungen auf die Gewebsatmung haben. 

Den Anfang dieser Untersuchungsreihe bilden die vorliegenden 
Versuche mit Chloriden einwertiger Kationen. Wie in den friiheren 
Arbeiten wurde die Atmungsbeeinflussung verschiedener Gewebe 
vergleichend gepriift, um festzustellen, ob 1. die Chloride je nach ihrem 
Kation in hypertonischer Lésung spezifische Wirkungen zeigen, und 
ob 2. diese Wirkung an verschiedenen. Gewebsarten die gleiche ist. 

Vergleichsweise wurde stets an verschiedenen Schnitten des gleichen 
Gewebes die Atmung in zusatzloser Ringerlésung (der tiblichen Zu- 
sammensetzung”) und in solcher Ringerlésung mit Zusatz von m 5 NaCl 
bzw. LiCl, KCI, CsCl, NH,Cl oder m/5 Harnstoff ausgefiihrt?. Das pu 
aller Lésungen betrug 7,4. 

Alle Versuche wurden mit Hilfe von Warburgs manometrischer Methode 
durchgefiihrt. 

Tabelle I und Abb. 1 geben das Ergebnis der ersten 62 Versuchsreihen 
wieder, das sehr bemerkenswert ist. Beziiglich des Harnstoffs bestiatigen 
diese Versuchsreihen genau die Ergebnisse der vorangehenden Mitteiluing 
(a.a.O.). Die Atmung der quergestreiften Muskulatur (Rattenzwerchfell) 
wird von m/5 aller angewendeter Chloride deutlich (etwa um 20°.) und 
von allen etwa gleichstark gehemmt, wobei sehr zu beachten ist, daf, im 
Gegensatz zu anderen Geweben (s. w.u.), m/5 NH,Cl nicht wesentlich 
starker giftig wirkt als m/5 der anderen Chloride, wobei man an den physiolo- 
gischen Vorgang der Ammoniakbildung im Muskel bei seiner Tatigkeit 


1 Die Arbeit ist unter wertvoller Mithilfe der technischen Assistentin 
Frau E. Striebek ausgefiihrt. 2 Diese Zeitschr. 271, 58, 1934. 3 RbCl 
wurde nur in einer kleineren Zahl von Versuchsreihen in m/10 Konzen- 
tration verwendet. 














132 B. Kisch: 
Tabelle I. 
a in NR + m/5 
Ver- Tier Vor- Qo, re soa ‘iia = 
such behandlung in NR 5 5 5 - 
Nr. = - = Zz. 
1040 | Ratte Nr. 235, 0’ frisch 3,9 2.5 25 3,05) 1,5 
1073 2 , 243, o° Pp 3,3 23 3,1 | 2,4 | 2,5 
1075 x , of4, 3 - 6,0 6,7 48 6,1 (24 
1081 p , Es te Z 8,6 6,6 5.3 | 5,0 | 3,9 
1043 é , 206, oO 1}/,4 in NR 7,9 5,4 6,2 54 | 4,5 
1058 if ~ eels = 14/8 . NR 5,4 4.6 2.6 | 2,9 |28 
1078 , 245, 2 * 11/,b , NR 5,5 6,0 40 | 3,5 | 1,85 
10809 , 246, 9 es 1/.» , NR rH 7,6 48 | 7,0 6,3 
1051 | Meerschweinchen ||| ~ frisch 1,5 1,3 1.3 | 0,94) 1,5 
Nr. 35, o* 
1055 Mage Pe - 4,2 4,0 8,3 | 2,3 |4,7 
1090 oe 3.295|| 1.75 1,4 | 2,0 | 1,3 | 2,4 
1180 <) ee a 2.6 911231) 1,7) 24/18 
1054 9 5 gg 11/5 in NR 3,5 4.0 | 5.7 | 3,3 | 2,8 | 3,7 
1099 « - oe 11/5 , NR BG 2,9 1,4 | 1,6 3,2 | 1,6 
1042 Ratte Nr. 236, o* frisch 6,1 52) 54 | 4,5 | 4,3 | 3,7 
1057 ES 237, 2 — ‘ 6,5 45 | 4,3 | 5,1 | 5,3 | 5,0 
1176 4 , 67,01 = ‘ 5,7 41/146! 39 4,9 | 3.6 
1041 mM » 235, o > 11/,.% in NR 4,8 34 140 | 3,3 | 3,0 | 2,9 
1074 e - Choe ¢ 11/4 , NR 5,2 44 37 | 31 4,1 4,0 
1076 . » 244, 9 N 11/5 , NR 3,8 3.7 33/45 36 4,4 
1179 ¥ , 268 11/5 , NR 5,6 47150) 46 | 4,6 | 3,9 
1060 | Ratte Nr. 238, ot frisch 193 10,0 84 | 52 153 4,6 
1067 , 240, o . 20,5 10,9 11,8 10,1 13,6 5,4 
1077 * , 245, 2 ih 12,3 7.2 92174 7,6 6,5 
1079 2 9 ae. a 93.8 11,5 10.3 10,38 11,2 5,5 
1070 - . “ei 11/5 in NR 19,2 10,0 | 8,5 | 8,0 | 9,8 | 4,7 
1072 - , 242 14h , NR | 21,7 | 11,1 104 94 10,7 55 
1082 s ” Bai, 2 11/4 , NR 16,3 14,8 11,1111,9 | 5,7 
1177 | i 267, 11/,5 , NR 20,3 18,7 17,2 |19,1 | 7,7 
1053 Meerschweinchen Pa frisch 14,8 109 91 9.4 |4,4 
Nr.36, ot = 
1065 — = : . 126 85 92 11,0 7,1 
1052 ei ge ly 11/35 in NR | 16,1 ( #| 8,1 | 98 | 4,2 
1091 el Ca 11/." , NR | 13,0 6,3 8,7 12,8 6,6 
1181 : owe Qh . NR} 11,7 7,1 79 | 6,8 | 2,6 
1183 a a 5h . NR | 15,1 9,0 92 | 9,7 |5,9 
1083 Rind Nr. 225 gh | NR| 9,6 |i 7,7 7,8 | 7,9 5,7 
1064 » Zoo 5h . NR 2,7 8.4 93) 98 7,9 
1049 5 nO 29h . NR 9,6 10,1 7,7 | 8,1 | 7,1 
1061 | Ratte Nr. 239, o” frisch 86 36 49 | 54 4,2 
1069 ie , wey 2 vs | 11,0 3,1 3,0 | 4,2 2,5 
1071 ‘ » 242, o% bs = 8,0 5.5 46 | 5.0 4,7 
1092 e » 8c? = 9,7 3,8 42/45 4,2 
1178 . , 268, cc | A “ 9,2 5.8 6,0 | 6,0 | 3,5 
1068 a » 240, 13/. in NR 9,7 5,8 6,9 | 6,5 | 4,5 
1093 », 248, o 11/),5 , NR 8,0 3,4 | 51 | 4,4 6,4 
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Tabelle I (Fortsetzung). 





Vo, in NR + m/5 
Ver- = Vor- .' NG cogenens Saumaes aaa donee 99°" ie 
aa Tier Organ whenilinie in me 3 5 o =- ra + 
pw = — D to +2 
Nr. 7 os wa “3 Zz 
1059 | Ratte Nr. 237, 2 34 in NR| 89 35 39/49/33 2,6) 80 
1184 ” » 269, o frisch 1/100 44 4,7 150/47 36.101 
1185 " » 269 11/5 in NR | 10,6 4,0 | 3,7 | 5.7160) 41° 98 
mi 
1098 Meerschweinchen ' 3 frisch 83 | 201} 12) 382) 82) 13) 31 
Nr.40 ] § 
1056 ‘ » 37 25in NR | 6,5 | 4,9 | 3,8 | 59 | 5,7) 3,8) 7,0 
1100 " » 40 34h , NR} 29 23 1,8 | 24/29) 2,5) 4,3 
1182 = » 43 31,5 , NR | 6,7 49 42 41/40 3,1 4,7 
1044 Rind Nr. 218 3h alt 7,6 | 7,3 )60)49)28) 58) 68 
1063 i » 223 31/ yb 75 42 )32/)48)25) 44) 52 
1084 ° ae? 4h 62 43 56 )40136) 4,7; 52 
L085 ‘ » 226 51/,h 9,1 52 69/55/38 44 3,1 
1046 " » 220 6b 60 41 25/545) 24 46 3,7 
1066 » 224 262 48 2,2 | 2,7 | 3,7 | 2,3 | 3,0; 3,4 
1048 7 » 222 S 27h 46 | 35 | 2,2} 1,8 | 2,7 | 3,7; 3,9 
1167 ss » 256 3 13/5 , 5,6 | 25 3,0) 2,4 | 29 | 2,2) 26 
1168 ‘ » 200 a oy 64 4,2 | 55 | 5,7 | 31) 3,7) 6,4 
1169 » 208 41jb , 6,1 3,7 58 43 |) 34 384) 4,7 
1094 Schaf Nr. 39 Qh 81 65 74 83/63) 66 95 
1095 * » 40 31h ,, 45 38 3,7 149/548 |) 4,0, 4,9 
1096 ‘ » 41 One 4.5 59 54 6,6 | 6,0 | 10,1 11,5 
1097 42 64/5 , 7,7 5,1 | 5,8 | 65 | 53) 44) 7,4 











erinnert wird. Nichts laBt unter unseren Versuchsbedingungen beim quer- 
gestreiften Muskel eine spezifische Wirkung eines der angewendeten m/5 
Chloride auf die Atmungsgr6Be erkennen. 


Wie schon bei vielen friiheren eigenen Versuchen verhalt sich auch 
hypertonischen Lésungen gegeniiber die Herzkammermuskulatur der Ratte 
biochemisch ganz anders als ihr quergestreifter Muskel. Auffallig ist vor 
allem zweierlei: 1. die viel starkere Atmungshemmung der Herzkammer 
durch NH,Cl- und die auffallend geringe (kaum nachweisbare) Atmungs- 
hemmung durch m/5 NaCl-Zusatz zum NR. Das an sich in NR weniger 
intensiv atmende Gewebe der Meerschweinchenherzkammer gibt etwas 
abweichende Resultate. (Die Versuche werden fortgesetzt.) 


Ahnliche Ergebnisse wie Rattenzwerchfell lieferte Retina vom Rind 
und Schaf. Auch hier ist die NH,Cl-Wirkung nicht merklich héher als die 
der anderen Chloride. Auffallig ist hierbei, daB nicht nur, wie schon friither 
(a.a. QO.) ermittelt, m/5 Harnstoff die Atmung der Retina vom Rind, 
aber nicht vom Schaf hemmt. sondern daB auch m/5 CsCl bei Rinder- aber 
nicht bei Schafretina starker hemmend wirkt als die anderen Chloride. 


Beim Lebergewebe von Ratte und Meerschweinchen wirkt m/5 NH,-, 
Li- und NaCl etwas stirker atmungshemmend als m/5 KCl oder CsCl. 
Beim Lebergewebe ist ferner zu beachten, daB die durch hypertonischen 
Salzgehalt bewirkte Atmungshemmung (mit 50 bis 60°.) wesentlich hoch- 
gradiger ist als bei den anderen bisher besprochenen Organen. Auch bei 
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Niere, vor allem bei frischer Rattenniere, ist die Atmungshemmung durch 
m/5 Chloridzusatz sehr stark (50 bis 60%). Bei allen Nierenversuchen 


erweist sich NH,Cl_ be- 
sonders stark wirksam. 
Es hemmt die Atmung 
61 63 um 70 bis 75°., ferner er 
6 47 45 48 yy 49 40 49 59 3 om weist sich in allen Nieren- 


versuchen m/5 CsCl be- 


Rattenzwerchfel// 














sonders schwach und 


a yy rr UY 0 oo (von der gealterten Meer- 
schweinchenniere abge- 
sehen) sehr bemerkens- 

Herzkhammer werter Weise K¢ ‘| Aahnlich 


53 . 55 $9 62 58 wie bei der Herzkammer 


55 2 
$ ee 44 47 besonders stark wirksam. 
: 1 Diese im Hinblick 








0 Lina k CSM 0 LiWak CoWh,U auf die Funktion der 
atte WR frisch () Rate NR tlehalt (¥) Niere sehr auffallenden 


Tatsachen sollenspater im 
Zusammenhang weiterer 











Retina Ate hd 
80 — G3 Erfahrungen — gewiirdigt 
[Xa werden. 
Nenecan 53 56 — 56, er¢ 
0 LiWa kk Cs Wl 0 Li Na K CsWyl 
Rind NR (10) Schat NR (4) 
Leber 
g4¥ 


89 $3 90 
47 49 56 54 54 54 





OLiNa KO CSNMKU O LiNa K CsNM,U O LiNa Kk CsNK,U 


RateNR trisch (6) Fate NR teh al /¥) —_Meerschweinchen NR aft (3) 
Niere 
Kyo a as 198 
G9 0. 35 137 40 10 134 
Ng 48) — 
$9 7 1, 98 
$8 83 $2 uw 8Y 85 
55 0 57 49 
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Abb. 1. 


Einwirkung von m/5 Zusatz der angegebenen Chloride 


oder m/5 Harnstoff (U) zu der NR-Lisung (O) auf die Gewebsatmung. 
Eingeklammert die Zahl der Versuchsreihen. 
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Tabelle LI. 


Atmungshemmung in NR bei frischem Gewebe. 








; : Atmungshemmung durch m/5 
3 Ver- Mittlere 6 ea 
earn suchs- | 9, LiCl NaCl KCl | CsCl NH,Cl Urea 
reihen O2 | 
0 0 0 0 0 0; 
0 0 ‘0 0 /0 10 


19,0 48 48 5637 71 





















































Rattenniere . - 4 + 5 
Rattenherzkammer . 4 5,5 18 4 29 | 24 i a oe 
Rattenzwerchfell . 3 6,1 25 23 26 21 33 + 3 
Rattenleber . 6 9,4 53 57 50.48 60 — § 
Rinderretina 10 6,4 36 31 34 53 38 — 30 
Schafretina . .... 4 8,0 34 30 17 30 2i + 4 
Meerschweinchenniere 2 13,7 29 | 28 | 33 | 26 59 + 2 
Rattenniere 
a, 
227 ™ 
= 197 203 
=] 188 
A 
775 169 169 154 ee 
42) 45 
5 
# 44 yo 44 42 40 39 
O Li Na K Rb Cs WM, O Li Wa K Rb Cs Wi, O LiNall K Ab Cs Why 
Ainderretina (10) frisch (% Meh att (3) 


Abb. 2. 
Atmungshemmung in NR durch Zusatz von m/10 Chlorid der angegebenen Kationen. Ein- 
geklammert die Zahl der Versuchsreihen, iiber den Saulen Mittelwert des Qo,. 


Abb. 2 gibt die Statistik einiger Versuche wieder, die in gleicher Weise, 
aber bei Zusatz von nur m/10 Chlorid, an Rinderretina und Rattenniere 
ausgefiihrt wurden. Die Hemmwirkungen sind schwacher, sonst aber 
ahnlich wie bei m/5 Salzzusatz. Bei Retina wirken Li, Na, K, Rb, CsCl 
etwa gleich stark (Hemmung etwa 25 bis 30°,), NH,Cl starker (45°,), 
bei frischer Rattenniere wirkt wieder KCl (36°,) und NH,Cl (43°,) be- 
sonders stark hemmend im Vergleich mit Li, Na, Rb und CsCl (etwa 23° 5). 
Auffallend ist hierbei die relativ starke m/10 NH,Cl-Wirkung bei Retina. 


Versuche an ..gefiitterten** Gewebsschnitten in Gegenwart von Nihrstoffen . 


Die bisher mitgeteilten Versuche sind an Gewebsschnitten ausgefiihrt, 
deren umgebende Ringerlésung keinerlei kelorienliefernds Nahrstoffe 
(Kohlenhydrate, Aminoséuren usw.) enthielt, also im Hungerzustande. 
Die gleichen Versuche wurden nun in einer groBben Zahl von Versuchs- 
reihen an .,.gefiittertem Gewebe* wiederholt, d.h. in Ringerlésung mit 
Zusatz bestimmter Nahrstoffe. Diese Versuche wurden an Rattenniere, 
Rattenherzkammer und Rinderretina ausgefiihrt und sollten zeigen, ob 
vielleicht bestimmte Verbrennungsvorgange in der Zelle durch bestimmte 
Salze besonders stark beeinfluBt werden. Zur .,Fiitterung** wurden solche 
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B. Kisch: 


Stoffe verwendet, von denen ich friiher zeigen konnte, daB sie gerade die 
Atmung der betreffenden Gewebe besonders intensiv steigern, namlich 
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OLiNAK CSW, U 
NR+™ 40 Alanin frisch (2) 
Abb. 3. 
Atmungshemmung von m/5 Chlorid 


0 Li Wak C5 WAU 
NR+™40Alanin alt (4) 


und durch 


m/5 Harnstoff bei verschiedener Ernahrung der 


Rattenniere. 


bei Rattenniere Alanin’, bei 
Herzkammer Glucose’, Lactat * 
und Pyruvat *, bei Retina Serin +, 
Glucose ®, Lactat ®und Pyruvat *. 
Bei Nierengewebe wurden auch 
Versuche mit Zusatz von Glucose 
gemacht, durch den die Atmung 
frischer Rattenniere gehemmt 
wird’. Die Versuchsergebnisse 
sind in Tabelle II und Abb. 3 


bis 5 zusammengestellt. 


Rattenniere. 


Man sieht deutlich, daB die 
starke Atmungssteigerung de1 
Rattenniere (von Qo, = 19 aut 
33) durch Alanin sich auch dann 
auBert, wenn die Atmung durch 
die Hypertonie der Nahrlésung 
stark gehemmt ist. Die Atmungs- 
hemmung durch m/5 NaCl be- 
tragt im Durchschnitt z. B. in 
NR 48°,. in NR + m/50 Alanin 
42°,, ist also prozentual fast 
unverandert, aber dies gilt, auch 
wenn man die Streubreite der 
Fehler bei Verwendung ver- 
schiedenen Materials bei ver- 
schiedenen Versuchsreihen be- 
ricksichtigt, nicht fiir alle ver- 
wendeten Chloride in gleicher 
Weise. 

Die allgemeine Gré8en- 
ordnung der Atemhemmung 
durch m/5 Chloride ist bei 
frischer Niere in NR wie in 
NR + Alanin etwa 40 bis 50°,, 
in NR + Glucose nur etwa 20 
bis 30°, wobei die friiher 
ermittelte (a.a.O.) Tatsache zu 
beachten ist, daB die Atmung 
von Rattenniere in NR + Glu- 
cose kleiner ist als in NR. Es 
verschwindet ferner in NKR 


Alanin die Sonderstellung der Wirkung des m/5 CsCl und m/5 KCI. 
Anders ist es mit der Wirkung von m/5 NH,Cl. Sie ist so stark, daB die 


1 Diese Zeitschr. 238, 351, 
— ® Miinch. med. Wochenschr. 
25, 5. 1933. — * Diese Zeitschr. 


370, 1931; 


242, 26, 1931; 242, 436, 1931. 


1932, S. 1947; Zeitschr. f. Kreislaufforsch. 
253, 347, 1932. — 4 Ebenda 244, 459, 1932. 
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Tabelle IV. 


Hemmung der Gewebsatmung von frischer Rattenniere in 
Prozenten. 





Vor- Hemmung in °/9 durch m/5 
Nahrlésung — Ko, | LiCl NaCl KCl | CsCl NH,Cl Urea 
reinen ” 0 i 0 " 0 e 0 ” 0 # 0 i 
Ne Soe ee se 4 19,0 48 48 56 37 71 +5 
NR + m/100 Glucose 4 18,4 24 2931 22 69 +2 
NR + m/50 Alanin . 2 32,9 49 42 41 41 80 —7 


durch Alaninfiitterung sonst bewirkte zusatzliche Atmung kaum in Er- 
scheinung tritt. Wahrend das Qj, im Durchschnitt von 19 auf 33 steigt, 
wenn NR m/50 Alanin zugesetzt wird, steigt es von 5,5 in NR + m/5 
NH,Cl bei Zusatz der gleichen Alaninkonzentration nur auf 6,7. 


Rattenherzkammer. 


Die Atmungsbeeinflussung durch m/5 Chloride ist bei Herzkammer 
der Ratte fast identisch in NR und in NR + m/100 Glucose. Nur die 
schwachere NH,Cl-Wirkung fallt in letzterem Falle auf. Bei der mit Lactat 
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02 satz zu der alaninge- 

$¢ g9St 5790 89 sf fiitterten Niere) deutlich 
58 geringer als in NR, 

wahrend gealtertes Herz- 
kammergewebe sich trotz 
O Li Wak C3 Wig 0 li Na Nh C3NA, U Lactat- oder Pyruvat- 
WR+40 Na-Pyruvat trisch(¥) NR+™4oNa-fyruvat teh of (4) fiitterung durch die Chlo- 
ride quantitativ ganz ahn- 











Abb. 4. s rae ‘ 

; pean ey lich beeintlussen laBt wie 
Atmungsbeeinflussung durch m/5 Chlorid und dureh ; 
m/5 Urea bei verschiedener Ernihrung der Herz- hungerndes. Nochmalssei 

kammer der Ratte. die minimale Hemmungs- 


wirkung (im Gegensatz zu 

Niere z. B.) von m/5 NaCl beim Herzmuskel betont und die deutlich 
stiirkere Wirkung von LiCl im Vergleich zu NaCl. 

Neuerdings legen diese Beobachtungen den Gedanken nahe, daB die 

biologische Steigerung der Konzentration von Kohlenhydratabbau 
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Tabelle V. 


Atmungshemmung frischer Rattenherzkammer. 





Atmungshemmung in 9’) durch m/5 
0 / 





Ver- fs 

Mabritoung suchs- ©, LiCl | NaCl| KCI | CsCl | NH,CI | Urea 

reihen ; é le le 3 ° 

/0 o |} ) 0 0 0 
” PeChtetes e 55 | 18 4 | 29 | 24) 88 5 
NR + m/100 Glucose 4 5,4 11 9 25 | 31 40 19 
NR + m/50 Lactat 2 98 | 9 8 11 22 32 +3 
NR + m/50 Pyruvat 4 9,4 5 60 7 4 38 6 


produkten im Blut (nach Muskelarbeit oder bei Kreislaufstérungen), als 

Regulationssignal chemischer Art! die Herzkammern im Sinne gesteigerten 
° i g 

Stoffwechsels und héherer Arbeitsleistung beeinflussen kann. 


Rinderretina. 


Die Untersuchung der Rinderretina als eines Vertreters des ganglien- 
reichen Zentralnervensystems ergab, daB bei Serinfiitterung ohne wesent- 
liche Unterschiede gegeniiber NR m/5 NH,Cl etwas staérker, m/5 CsCl 
etwas schwicher hemmte als in NR. Ganz anders wird jedoch das Bild 
bei Glucose-, Lactat- oder Pyruvatfiitterung. In diesen drei Fallen wird, 
ahnlich wie bei allen Herzkammerversuchen, die Wirkung von m/5 NaC! 
absolut und relativ geringer und zeigt einen deutlichen Gegensatz zur LiC1- 
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Abb. 5. 
EinfluB yon m/5 Chlorid und von m5 Urea auf die Atmung verschieden ernihrter Rinderretina. 


Wirkung, die nun ansteigt. Auffallig ist ferner, daB die in NR (und auch 
in NR + m/50 Serum) sehr deutliche Hemmwirkung von m/5 Harnstoff 
bei Glucose-, Lactat- und Pyruvatfiitterung nur noch ganz gering ist. 
Im Gegensatz zu Herzmuskel ist aber die NH,Cl-Wirkung in gefiittertem 
Netzhautgewebe nicht vermindert, sondern héher als in NR. Man kénnte 


1 Vgl. Bruno Kisch, Med. Welt 1933, Nr. 33. 
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daran denken, daB z. B. die Unterschiede im Verhalten von Rinder- und 
Schafretina, wie die Tabelle LI zeigt, ihren Grund mit in einem verschiedenen 
Gehalt dieser Retinaarten an Glykogen oder anderem Brennmaterial 
haben kénnte. 

Tabelle VI. 


Atmungshemmung von Rinderretina. 





Ver- Atmungshemmung in °/9 durch m5 
Nahrlisung suchs- =§ Yo, Licl | NaCl KCI | CsCl | NH,CI | Urea 

reihen of /, 0). o/, o/, . 
eM Se ee se eo 10 6,4 36 31 34 53 38 30 
NR + m/50 Serin . . 8 7,1 34 42 34 44 59 27 
NR + m/100 Glucose 6 9,7 47 31 36 60 9 
NR + m/50 Lactat . 4 12,9 54 | 22 | 40 | 53 52 7 
NR + m/50 Pyruvat 4 14,0 49 | 2 33.63 52 9 


Zusammenfassung. 

1. Im Rahmen einer gréBeren Versuchsreihe wird mitgeteilt, 
welchen Einflu8 ein Zusatz von m/5 LiCl, NaCl, KCl, CsCl, NH,Cl 
auf die Atmung von Gewebsschnitten in Ringerlésung hat. 

2. Die Hemmung der Atmung ist bei den verschiedenen Geweben 
des gleichen Tieres (Ratte) und bei dem gleichen Gewebe verschiedener 
Tierarten mitunter typisch verschieden. 

3. Spezifische Wirkungen einzelner der untersuchten Chloride 
auf bestimmte Gewebsarten lassen sich eindeutig nachweisen. 

4. Die Wirkungen der hypertonischen Salzlésungen sind ferner 
verschieden, je nachdem, womit das untersuchte Gewebe gleichzeitig 
gefiittert wird (Aminosaiuren, Lactat, Pyruvat usw.). 

5. Dies alles, sowie der Umstand, daB die Atmung von Herz und 
Zwerchfell (ahnlich wie durch Cyan!) durch m/5 Salzzusatz auffallend 
wenig gehemmt wird und dab die Hemmung gealterten Gewebes der 
des frischen nicht gleich ist, weist darauf hin, daB die Hemmung der 
Atmung durch die gepriiften Chloride, durch eine spezifische Beein- 
flussung der Oxydationskatalysatoren des Gewebes zustande kommt. 
Weitere Versuche werden lehren, inwieweit die so ermittelten Neutral- 
salzwirkungen das Gebiet sogenannter Co-Fermente beriihren. 


1 Diese Zeitschr. 263, 75, 1933. 














Beitrag zur kolorimetrischen Bestimmung des Tyrosins 
und des Tryptophans nach Folin und Marenzi'. 


Von 


D. von Deseé. 


(Aus dem physiologischen Institut der kgl. ung. tierarztlichen Hochschule 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 5, April 1934.) 


Folin und Marenzi haben eine Methode zur kolorimetrischen Be- 
stimmung des Tyrosins und des Tryptophans angegeben, zu deren 
Ausfiihrung nur 0,1 g des gereinigten SerumeiweiBes notwendig ist. 
Es kénnen demnach zwei aromatische Aminoséuren nebeneinander 
in verhaltnismaBig geringen EiweiBmengen ermittelt werden. Dies 
laBt die Methode (1) sehr wertvoll erscheinen und diirfte insbesondere 
zur naheren Kennzeichnung der einzelnen SerumeiweiBkérper von 
groBem Vorteil sein. Das EiweiBmaterial wird dabei mit Natronlauge 
zerstort und die beiden Aminoséiuren mit Mercurisulfat in schwefel- 
saurem Medium getrennt. Zur Bestimmung des Tyrosins dient eine 
Modifikation der Millonschen Probe, wahrend die Farbenreaktion 
des Tryptophans mit dem Phenolreagens hervorgerufen wird ?. 

Das gereinigte Serumeiwei8 wird mit 20° iger Natronlauge auf- 
geschlossen, wobei das Albumin 12 bis 14 und das Globulin 16 bis 18 Stunden 
lang im siedenden Wasserbad erhitzt werden sollen. Dies hangt offenbar 
von der leichteren oder schwereren Zersetzbarkeit der genannten Eiweib- 
stoffe ab. Will man nun das GesamteiweiB auf Grund dieser Angaben auf- 
schlieBen, dann fallt es sechwer, zu entscheiden, ob die Alkalieinwirkung 
kiirzere oder langere Zeit dauern soll, da die Méglichkeit eines Aminosaure- 
verlustes infolge ungeniigenden AufschlieBens oder Uberhitzens durchaus 
nicht ausgeschlossen werden kann. Es wird dabei 6fters auch das Volumen 
der EiweiBlésung merklich eingeengt und hierdurch die Unsicherheit noch 
mehr erhoht. 

Die Ansichten sind insbesondere iiber die Widerstandsfihigkeit des 
Tryptophans dem Einwirken von Laugen gegeniiber recht verschieden, auch 
wenn es sich im Eiwei®verband befindet. Folin und Ciocalteu (2) schreiben 
zwar: ,,Tryptophane is far more stable in alkaline solutions ... than has 
heretofore been recognized‘ (s. 8. 634), doch entkraftigt dieser Satz keines- 
wegs die Literaturangaben, in denen iiber den Zerfall des Tryptophans be- 
richtet wird. So hebt Onslow (3) hervor, daB die Hydrolyse durch Baryt 
viel weniger zerstérend auf das Tryptophan einwirke, als durch NaOH 
oder Na,CO,, und verwendet demgema8 — in Anlehnung an Homer (4) — 
das BaOH, zum AufschlieBen des Caseins mit gutem Erfolg. Kraus (5) 


' Ausgefiihrt mit den Mitteln der Széchenyi- Gesellschaft zur Férderung 
der Naturwissenschaften. — * Die Methode ist ausfiihrlich referiert in Ber. 
ii. d. ges. Physiol. 52, 531. 
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zieht das Zertriimmern der Eiwei8molekiile durch Trypsinverdauung der- 
jenigen der Barythydrolyse vor. Auch Folin und Ciocalteuw erachten das 
Ba(OH), zum AufschlieBen des EiweiBes fiir weniger geeignet, wahrend 
v. Firth und Lieben (6) tiber einen bedeutenden Tryptophanverlust be- 
richten, der sich nach langerer Hydrolyse durch Ba(OH), in einer Pferde- 
blutserumprobe ergeben hat. Dieselben Autoren konnten ferner fest- 
stellen, daB 30°,ige Natronlauge weder nach langerem Einwirken bei 
Zimmertemperatur noch nach einem !/, Stunde dauernden Erhitzen im 
Wasserbad den Tryptophangehalt der untersuchten SerumeiweiBk6érper 
merklich beeinfluBt. Es 1aBt sich demgegeniiber eine Beobachtung von 
Onslow anfiihren, der iiber vollstandige Zerstérung des Tryptophans nach 
Hydrolyse des Caseins durch 10°,ige NaOH berichtet. Diese Beobachtung 
findet eine entsprechende Erklérung in den Befunden von Herzfeld (7), der 
beim Kochen einiger EiweiBk6érper in alkalischer Lésung im aufgefangenen 
Destillat Indol nachweisen konnte. 

Als sich in unseren ersten Versuchen, die nach der Vorschrift 
von Folin und Marenzi an gereinigtem SerumeiweiB ausgefiihrt worden 
waren, viel zu niedrige Tryptophanwerte ergeben haben, mubte an 
eine Zerstérung des Tryptophans gedacht werden. Die Zahlen- 
werte anderten sich auch dann nicht, wenn die Dauer des Er- 
hitzens bedeutend verlingert wurde. Es konnte hieraus geschlossen 
werden, daB eine Zerstérung des freigesetzten Tryptophans doch 
nicht erfolgt war, da vielmehr die auffallend niedrigen Zahlen- 
werte einem unzulainglichen AufschlieBen zuzuschreiben sind. Diese 
Annahme findet eine entsprechende Stiitze darin, daB Folin und 
Marenzt das angegebene Verfahren, und zwar das Erhitzen im Wasser- 
bad zur Hydrolyse des Caseins, fiir ungeeignet erachten und die An- 
wendung héherer Temperaturen, z. B. diejenige eines Olbades, anraten. 
Es wurde demgemaB das AufschlieBen der Eiweibstoffe in den weiteren 
Versuchen im Autoklaven vorgenommen. 

Es wurde hierbei gleichzeitig auch die Reinheit des Tyrosins 
gepriift, das bei der Tryptophanbestimmung zur Herstellung der 
Standardlésung gedient hatte. Die Farbenintensitét der Lésungen 
von Tyrosin (Merck) und von Tryptophan (Schuchard) gleicher Kon- 
zentration wurde miteinander verglichen und hierbei fiir die Farben- 
starke von 1 mg Tryptophan folgende Tyrosinmengen in mg ermittelt. 

0,812 0,932 0,868 0,873 0,855 0,865) Mittelwert 
0,920 0,864 0,890 0,869 0,854 0,868 | = 0,873 

Diese Bestimmungen wurden in frisch hergestellten Lésungen 
im Laufe von drei Monaten ausgefiihrt. Der Mittelwert JaBt sich 
hieraus zu 0,873 berechnen und zeigt an, daB die Farbenintensitat 
von 1 mg Tryptophan bei den von Folin und Marenzi gewahlten Be- 
dingungen 0,873 mg Tyrosin gleichkommt. 

Dieser Wert stimmt innerhalb 2°, mit demjenigen iiberein, der 
von Folin und Ciocalteu zu 0,887 gefunden und beim Berechnen des 
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Tryptophangehalts als Divisor angegeben worden ist. Er wurde von 
Folin und Marenzi unter Beriicksichtigung einer gewissen Korrektu: 
zu 0,843 berechnet und als Multiplikator bei der Berechnung angefiihrt 
Dies ist offenbar ein Versehen, da das Tyrosin sich mit dem Phenolreagen- 
stirker fairbt als mit gleichen Mengen des Tryptophans. Dieser Umstand, 
den Folin und Ciocalteu ganz besonders hervorgehoben haben, wurde auch 
durch die eigenen Versuchsergebnisse bestatigt. Die Korrektur, die von 
Folin und Marenzi angebracht worden ist, beriicksichtigt die geringen 
Verluste, die beim Ausfallen des Tryptophans entstehen. Eigene Versuche, 
in denen reines Tryptophan neben Tyrosin ausgefallt und gegen gleiche 
Mengen der verwendeten Tryptophanlésung kolorimetriert wurde, haben 
statt 1 mg Tryptophan 0,96, 0,96, 0,97 und 0,97 mg, somit um 3,5°, wenige! 
ergeben. Vermindert man den oben angefiihrten Wert, der sich aus 
dem Mittel der eigenen Versuche zu 0,873 ergab, um diesen Betrag. 
dann ergibt sich der Divisor zu 0,842. Diese Zahl stimmt mit derjenigen 
iiberein, die Folin und Marenzi gefunden, jedoch aus Versehen unrichtig 
bei der Berechnung angefiihrt haben. 


Die Berechnung des Trytophangehalts, falls Tyrosinstandard 
verwendet wird, soll demnach richtig nach folgender Formel ausgefiihrt 
St 


werden: Tryptophan in mg = K 0843” wobei St die Schichthéhe 

















Tabelle I. 
Das or Rinderplasmaeiweib Casein 
pubcliaeen Tyrosin Tryptophan Tyrosin Tryptophan 
i ge- roe ge- as ge- ge- >. 
Atm. Std. — SE. en — ollie — Ww ie — iduibabe 
0 id 0 0 
» $1488! — 1164) — 1596; — [107] — 
2 {) 4,80 — 1,50 — 5,83 — 1,06 — 
5,02 +0,381 1,85 +-0,04 5,70 +0,08 1,24 + 0,04 
"9 5,12 +041 1,87 +0,06 5,70 +0,08 1,26) +.0,06 
A 9 5,14 +043 1,83 +0,02 560 —0,02 1,19 —0,01 
| 516 +045 1,77 —0,04 5,64 + 0,02 , 1,20 | + 0,00 
458 —013 1,66 —0,15 564 +0,02 1,16 — 0,04 
456 —015 1,69 —0,12 5,74 +012 1,16 —0,04 
440 —0,31 1,93 +0,12 531 > —0,31 1,26 | + 0,06 
4,32 —039 1,95 +014 5,25 —0,87 1,22 + 0,02 
451 —0,20 1,75 —0,06 551 —O,11 1,23 | + 0,08 
9 445 —0,26 1,77 —0,04 546 —016 1,23 + 0,03 
4 i 443 —0,28 1,79 —0,02 5,60 —0,02 1,15 | —0,05 
4,42 —0,29 1,79 —0,02 550 —012 | 1,13 | —0,07 
4,71 +0,00 1,79 —0,02 581 +019 1,16 —0,04 
465 —0,06 1,79 —0,02 6,01 +039 1,15 | —0,05 
8 4,92 + 0,21 | 1,84 +003 5,75 +013 1,26 i+ 0,06 
4,76 +0,05 1,85 +0,04 5,70) +0,08 | 1,25 | + 0,05 
6 | 9 { 465 —0,06 1,90 +0,09 559 —0,03 1,21 +0,01 
| 4,70 —0,01 1,88 +0,07 551 —O,11 1,18 | —0,02 
g | 8 480 +0,09 1,76 —0,05 5,77 +0,15 1,14 | —0,06 
ma 4,92 +021 184 40,03 571 +0,09 1,14 | —0,06 
4,71 1,81 5,62 1,20 
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in mm der Tyrosinstandardlésung und AK diejenige der untersuchten 
Lésung bedeutet. Es mu auBerdem auch auf die jeweils verwendeten 
Mengen geachtet werden, wie dies allgemein iiblich ist. 

Nachdem die Ursache der auffallend niedrigen Tryptophanwerte 
auf diese Weise aufgeklart worden ist, sollen die Erfahrungen mit der 
EiweiBhydrolyse im Autoklaven besprochen werden. Die diesbeziig- 
lichen Versuche wurden mit PlasmaeiweiS und mit Casein ,,nach 
Hammarsten” (Merck) gleichzeitig ausgefiihrt. Das PlasmaeiweiB 
wurde aus Rinderblut in entsprechender Menge auf einmal dargestellt 
und gereinigt. Es wurden bei den Versuchen die Vorschriften von 
Folin und Marenzi befolgt, die Hydrolyse indessen im Autoklaven 
durchgefiihrt und die Berechnung des Tryptophangehalts nach der 
oben angegebenen Forme! ausgefiihrt (Tabelle J). 

Es sind in Tabelle I die Ergebnisse von 44 Versuchen angefiihrt, 
die im PlasmaeiweiB, teils mit Casein gewonnen wurden. Die Eiweib- 
stoffe wurden im lufttrockenen Zustand abgewogen. Das AufschlieBen 
erfolgte mit 20°,iger Natronlauge im Autoklaven bei 2 bis 8 Atmo- 
spharen Uberdruck und dauerte ', bis 8 Stunden lang. Es wurde 
dabei weder das Tyrosin noch das Tryptophan zerstért, auch wenn sich 
die Dauer des Erhitzens bei 4 Atmospharen Uberdruck auf 8 Stunden 
erstreckte. Diese Aminosaduren sind demnach gegen die Einwirkung 
der 20°, igen Natronlauge sehr widerstandsfahig, wobei allerdings 
die Anwesenheit der Eiweifspaltprodukte von entscheidender Be- 
deutung ist. 

Die angefiihrten Versuchsergebnisse stimmen im allgemeinen 
recht gut iiberein. Eine Ausnahme bilden allerdings die ersten zwei 
Bestimmungen, in denen sich der Tryptophangehalt nach dem Er- 
hitzen im Autoklaven bei 2 Atmospharen Cherdruck wahrend ! , Std. 
etwas zu niedrig ergeben hat. Dies ist offenbar die Folge eines un- 
geniigenden AufschlieBens und die hierbei gewonnenen Zahlenwerte 
sollen bei den folgenden Berechnungen unberiicksichtigt bleiben. 
Es ergibt sich demnach der Tyrosingehalt des PlasmaeiweiBes im 
Mittel zu 4,71°,, wobei der mittlere Fehler — 0,06 betragt. Die ein- 
zelnen GréBen stimmen dabei weniger gut iiberein, und demzufolge 
laBt sich die Fehlergrenze der einzelnen Bestimmung zu 0,26 be- 
rechnen, was immerhin etwas weniger als 6°, ausmacht. Der Tryptophan- 
gehalt ergibt sich im Mittel zu 1,81°, (-- 0.02), wobei die einzelnen 
Bestimmungen mit einem Fehler von 0.09 g 5°, behaftet 
sind. Dieselben Berechnungen fiihren im untersuchten Casein zu 
einem mittleren Tyrosingehalt von 5,62°, ( 0,04) und zu_ einer 
Tryptophanmenge von 1,20°%, (~ 0,01). Der mittlere Fehler ergibt 
sich bei der einzelnen Tyrosinbestimmung zu O17 = 3°, und 
bei der des Tryptophans zu — 0,05 = + 4°,. Der Vergleich der be- 
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146 D. von Deseo: 


rechneten einzelnen FehlergréBen ergibt, dab, wahrend diese bei det 
Bestimmung des Tryptophangehalts im Plasmaeiwei8 und im Casein nur 
wenig voneinander abweichen, ein bedeutender Unterschied zwischen den 
Werten vorhanden ist, die sich bei den einzelnen Tyrosinbestimmungen 
ermitteln lieBen. Dieser mittlere Fehler ist namlich im Plasma- 
eiweiB doppelt so groB wie im Casein. Dies ist um so auffallender, 
als die Bestimmungen mit beiden EiweiBstoffen jeweils mit derselben 
Standardlésung ausgefiihrt wurden. 
Es sollen nun die erhaltenen Mittelwerte mit denjenigen Versuchs- 
ergebnissen verglichen werden, die in denselben EiweiBkérpern gemal} 
der Vorschrift von Folin 
Tabelle H. und = Marenzi nach 
lsstiindigem  Erhitzen 





— Rinderplasmaeiweib Casein : . 
= Tyrosin Tryptophan Tyrosin Tryptophan = Wasserbad ge- 
tas tat 9/9 lo 9/9 9% wonnen wurden. 
‘ : se ida Die Zahlenwerte in 
Autoklaven. 4,71 1,81 5,62 1,29 we : ; 
Wasserbad . 4,56 1,69 5,54 1.15 Tabelle If beweisen, 


daB das Erhitzen im 
Wasserbad fiir den Tyrosin- und Tryptophangehalt der untersuchten 
Eiweibstoffe zu Ergebnissen fiihrt, die im allgemeinen zu niedrig sind, 
wenngleich solche auch beim Verwenden des Autoklaven vereinzelt 
festgestellt werden. Die Mittelwerte, die nach erfolgter Hydrolyse 
im Autoklaven gefunden wurden, sind etwas héher, wobei der Unter- 
schied den mittleren Fehler nur im Tryptophangehalt des Rinderblut- 
plasmas iiberschreitet. | Diese Versuchsergebnisse erbringen ohne 
weiteres den Beweis dafiir, daB das Tryptophan im EiweiBverband 
gegen 20° ,ige Natronlauge viel widerstandsfahiger ist, als dies bisher 
angenommen werden konnte, insbesondere auch im Hinblick darauf, 
daB sich im Versuch von v. Fiirth und Lieben nach der EiweiBhydrolyse 
durch Baryt im Autoklaven ein bedeutender Tryptophanverlust. er- 
geben hatte. Es kann nunmehr auf Grund der vorliegenden Unter- 
suchungen das langdauernde Erhitzen im Wasserbad mit Vorteil 
durch das kiirzere AufschluBverfahren im Autoklaven ersetzt werden, 
ohne einen Tryptophanverlust befiirchten zu miissen. 

Um die Richtigkeit der gewonnenen Zahlenwerte zu erharten, 
wurden dieselben EiweiBstoffe im folgenden auch durch Trypsin- 
verdauung aufgeschlossen und nachher auf ihren Tyrosin- und Tryp- 
tophangehalt untersucht. Es ergaben sich hierbei 4,85°, Tyrosin 
im RinderblutplasmaeiweiB und 5,69°%, im Casein. Diese Zahlen 
stimmen mit den oben angeftihrten Mittelwerten innerhalb der 
Fehlergrenzen iiberein. Der gleichzeitig ermittelte Tryptophan- 
gehalt gestaltete sich weniger befriedigend, indem dafiir 1,56°, im 
PlasmaeiweiB und i,11°, im Casein gefunden wurden. Beide Zahlen- 
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werte sind zu_niedrig, insbesondere derjenige, der sich fiir das 
PlasmaeiweiB ermitteln lie} Man kann jedoch diesen GréBen 
keinen besonderen Wert beimessen, da auch ungeniigendes <Auf- 
schlieBen des EiweiBes zu niedrigen Tryptophanmengen fiihrt, wie 
dies die ersten zwei Versuchsergebnisse in Tabelle | veranschaulichen. 
Die niedrigen Tryptophanwerte sind im vorliegenden Falle aus dem- 
selben Grunde entstanden. Die drei Stunden, die zur Abscheidung 
der Tryptophan— Quecksilberverbindung erforderlich sind, reichen 
nicht aus, wenn diese Aminosaure nicht bis zu einem gewissen Grade 
aus dem EiweiBverband befreit worden ist. Nur dies kann er- 
klaren, daB im Niederschlag, der sich in diesen Bestimmungen 
nach langerem Stehenlassen in der Tyrosinlésung gebildet hat, Trypto- 
phan nachgewiesen werden konnte. Es haben ja_ bereits die 
Arbeiten von Frankel (8) und die von v. Firth und Lieben gezeigt, 
daB das Tryptophan auch bei langandauernder Trypsinverdauung 
nicht seiner ganzen Menge nach aus der Peptidbindung befreit wird. 


Das in Lésung verbleibende Tryptophan stért die Farbenreaktion des 
Tyrosins nicht, da sie spezifisch ist und eine Modifikation der Millonschen 
Probe darstellt. Darum sind auch die Tyrosinmengen, die sich im Ver- 
dauungsgemisch ermitteln lieBen, richtig. Eine Stérung entsteht nur dann. 
wenn sich die Lésung, die zur Bestimmung des Tyrosins dient, triibt, bevor 
noch die Ablesung im Kolorimeter vorgenommen werden kann. Es kénnen 
hierbei schon ganz feine Triibungen, die das freie Auge noch nicht wahr- 
nehmen kann, die kolorimetrische Bestimmung beeinflussen. Dies ist ein 
Mangel der Tyrosinbestimmung von Folin und Marenzi. Die Triibungen 
entstehen je nach der verwendeten EiweiBart unregelmaBig und werden in 
den Versuchen mit Casein seltener, mit Rinderplasma 6fters beobachtet. 
Dieser Umstand ist offenbar dafiir verantwortlich, daB die FehlergréBen 
der einzelnen Tyrosinbestimmungen bei diesen EiweiBkérpern betrachtliche 
Unterschiede aufweisen. So mute in Versuchen, die z. B. mit Schweine- 
serumeiweiB ausgefiihrt wurden, anfangs auf die Bestimmung des Tyrosins 
verzichtet werden, da die Triibung so rasch einsetzte, da die kolori- 
metrische Ablesung vereitelt wurde. 

Die Triibungen, die bei der Tyrosinbestimmung nach Folin und Marenzi 
ofters entstehen, wirken dadurch st6érend, daB sie 1. die Ausfiihrung det 
Bestimmung vereiteln und 2. ein verzégertes Abscheiden des Tryptophans 
vortéuschen. Es geht hieraus deutlich hervor, daB die Zuverlissigkeit 
dieser Methode durch obige Umstande sehr beeintrachtigt wird und diese 
daher bei der Beurteilung der Methode nicht auBer acht gelassen werden 
diirfen. 

Nachdem bereits Folin und Ciocalteu dem Entstehen dieser Triibungen 
entsprechende Beachtung geschenkt haben, machten neuerdings Folin 
und Marenzi darauf aufmerksam, da die Saurekonzentration bei der 
Tyrosinbestimmung die einer normalen Schwefelséure nicht itiberschreiten 
sollte. Es konnten jedoch McFarlane und Fulmer (9) nach der 
Methode von Folin und Ciocalteu an einigen EiweiBstotfen keine Tyrosin- 
bestimmung ausfiihren, da die Fliissigkeit sehr rasch triibe wurde. Das 
Ablesen im Kolorimeter wurde etwas besser, als n Schwefelsdéure statt 
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destillierten Wassers zum Erganzen’des Volumens verwendet wurde. Die 


Konzentration der Schwefelséure erreichte in diesen Bestimmungen, die 
an Fischproteinen ausgefiihrt worden sind, fast 1,5 Normalitaét. Das Er 
héhen der Saurekonzentration hat sich auch in den Versuchen des Verfassers 
gut bewahrt. So wurde in den Untersuchungen, in denen Schweineserum- 
proteine auf ihren Tyrosingehalt verarbeitet wurden, 5cem der 14n 
Schwefelsaure statt 6ccm der 7n der Fliissigkeit zugesetzt und hierdurch 
die Normalitaét der Versuchslésung schlieBlich auf etwa 1,28n erhdht. 
Es lie® sich auf diese Weise jegliche vorzeitige Triibung der Fliissigkeit 
vermeiden und der Farbenvergleich konnte bei Verwendung einer Standard 
lésung von demselben Séuregehalt ohne St6érung vorgenommen werden. 
Es hat sich ferner auBer dem Erhéhen der Schwefelséurekonzentration auch 
das rasche Aufarbeiten der Tyrosinlésung zum Vermeiden der Triibung als 
sehr vorteilhaft erwiesen. 

Wird durch das Befolgen dieser MaBnahmen das Entstehen vor- 
zeitiger Triibungen in der Versuchsfliissigkeit sicherlich vermieden, 
dann bleibt noch immer die Méglichkeit einer  unvollstandigen 
Tryptophanfallung bestehen. Es soll das EiweiBhydrolysat gemal 
der Vorschrift von Folin und Marenzi 2 bis 3 Stunden mit HgSO, 
in Bertihrung stehen und das Tryptophan sich wahrend dieser Zeit 
abscheiden. Ein langeres Stehenlassen (von 5 bis 6 Stunden) sollte 
dabei ohne EinfluB sein. Wenn dieser Umstand auch auf eine voll- 
standige Trennung des Tryptophans hinweist, so kann dies doch nicht 
ohne weiteres als Beweis gelten, denn gewisse Verluste entstehen auch 
beim Ausfallen des Tryptophans in reinen Aminosdiuregemischen, 
wie dies eingangs erértert wurde. Diese Uberlegung findet ihre 
Begrindung darin, daB nach langerem Einwirken des HgSQ,, 
insbesondere jedoch nach vorausgehendem Erhitzen, die Menge 
des ausgefallten Tryptophans im ersten Falle merklich, im_ letz- 
teren ganz bedeutend zunimmt. Da die Reaktion, die zur Be- 
stimmung des Tryptophans bei der Methode von Folin und Marenzi 
verwendet wird, keineswegs spezifisch ist, wurde die Deutung dieser 
Befunde durch die Reaktion von Hopkins und Cole versucht. Zwar 
lieBen sich gewisse Einwande gegen die Verwendung der Aldehyd- 
reaktionen zur Bestimmung des Tryptophans erheben, da Hunter 
und Borsook (10) iiber Beobachtungen berichten, wonach die Starke 
der entstehenden Farbenreaktion durch gewisse Verbindungen be 
einfluBt wird; dies kommt jedoch aller Wahrscheinlichkeit nach nur 
im unaufgeschlossenen EiweiBmaterial zur Geltung und diirfte dem- 
gemaiB im vorliegenden Falle ohne EinfluB sein. Die Reaktion von 
Hopkins und Cole wurde hierbei in Anlehnung an Carys Vorgehen (11) 
durchgefiihrt. 

Der Tryptophanniederschlag ‘wurde mit lcem Glyoxylséure ver- 
setzt und nachher mit einem Glasstab aufgeriihrt. Nach dem Abspiilen 
des Glasstabes mit 2cem 2n Schwefelsiure wurde der feinverteilte 
Niederschlag mit 10 cem Schwefelséurelésung versetzt. die auf 20 ccm 
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konzentrierte H,SO, 5ccm destilliertes Wasser enthielt. Die farbigen 
Lésungen wurden nach dem Erkalten durch festgestopfte Glaswolle filtriert 
und je nach der Tryptophanmenge auf 25 bzw. 50 cem mit obiger H,SO, 
in MeBk6lbchen aufgefiillt. Die Standardlésung wurde auf dieselbe Weise 
hergestellt, und zwar wurde eine bekannte Tryptophanmenge durch HgSO, 
gefallt , der Niederschlag abzentrifugiert usw. Die blauviolette Farbe der 
Tryptophanlésung, die aus dem Plasmaeiwei8 und Casein gewonnen wurde, 
wirkte allerdings etwas st6rend im Vergleich zur blauen Farbe des reinen 
Tryptophans, doch konnte die St6rung auf die Weise umgangen werden, 
daB ein entsprechendes Farbenfilter in das Biirkersche Kolorimeter ein- 
gesetzt und gegen den Tryptophanstandard zuerst das Hydrolysenprodukt 
des Caseins und gegen dieses nachher dasjenige des PlasmaeiweiBes 
kolorimetriert wurde. 


Tabelle LI. 





Rinderplasmaeiweifs Casein 
Es wurde ermittelt % 


in J an Das Abtrennen des Niederschlags erfolgte nach 


1 Std. 3Std. I8Std. Erhitzen 3 Std. IS Std = Erhitzen 


Tyrosin. .. . . .. | 457] 461 | 449 | 420 | Sai | 584 | 4,72 
Trypto- { Bach Folin |) 168) 1.75 | 1,90 2,10 | 1,21 | 1,88 | 1,78 
: und Marenzi | 


phan | nach Cary | 1,73/ 1,79 | — | 1,79 | 118) — | 1,20 


Es wurde in den Versuchen, die Tabelle IIL zusammenfabt, der 
EinfluB geprift, den das Einwirken von HgSO, bei verschieden langer 
Dauer auf die jeweils ausgefallte Tryptophanmenge unter den von 
Folin und Marenzi gewahlten Bedingungen ausiibt. Die diesbeziiglichen 
Zahlenwerte beweisen ohne weiteres, daB kein Unterschied in der 
Tryptophanmenge vorhanden ist, die im Plasmaeiweibhydrolysat 
nach 1 oder 3 Stunden langem Stehenlassen durch HgSO, ausgefallt 
wird. Es entstehen jedoch merkliche Unterschiede, sobald mit dem 
Abtrennen des Niederschlags 18 Stunden lang gewartet wird. Der 
ermittelte Tryptophangehalt wird hierdurch erhéht und die Tyrosin- 
menge gleichzeitig erniedrigt. Das Erhitzen des EiweiBhydrolysats 
im siedenden Wasserbad wahrend 10 Minuten verursacht besonders 
groBe Unterschiede in der Mengenverteilung der gesuchten aromati- 
schen Aminosaéuren. Bedient man sich jedoch der Reaktion von 
Hopkins und Cole, dann ergibt sich eine gute Ubereinstimmung mit 
den Tryptophanwerten, die sich gemaiB der Vorschriften von Folin 
und Marenzi nach 1 bis 3 Stunden langem Stehenlassen ermitteln 
lieBen. Dies beweist die Zuverlassigkeit der Methode und gestattet 
gleichzeitig die richtige Beurteilung der Tatsache, daB ein Teil des 
Niederschlags in Toluol léslich ist. Zuerst hat Ardus iiber toluol- 
lésliche Stoffe im Niederschlag von Saurehydrolysaten nach Folin 
und Looney (12) berichtet, und ihre Angaben haben dann Me Farlane 
und Fulmer gelegentlich von Versuchen an EiweiB, das sie nach dem 
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Vorgehen von Folin und Ciocalteu durch Lauge aufgeschlossen hatten, 
bestatigt. Die Stoffe. die bei der EiweiBhydrolyse entstehen, werden 
von Kraus als Indol oder Indolderivate angesprochen. Ihre Menge 
wurde in den eigenen Versuchen im Niederschlag aus Casein niedriger, 
in solchen aus PlasmaeiweiB héher gefunden. Dies ist jedoch an- 
scheinend ohne Bedeutung, da sich die Tryptophanmengen, die nach 
der Methode von Folin und Marenzi gefunden worden sind, durch 
besondere Bestandigkeit auszeichnen, wie dies die eingangs mit- 
geteilten Versuchsergebnisse beweisen. 


Zusammenfassung. 


Es wurde die Methode von Folin und Marenzi, die zur kolorimetri- 
schen Bestimmung von Tyrosin und Tryptophan angegeben wurde, 
auf ihre Brauchbarkeit untersucht und folgendes gefunden: 

1. Der Tryptophangehalt soll nach folgender Formel berechnet 

ee St a ae eee 

werden: Tryptophan in mg 0.843’ worin St die Schichthéhe 
der Standardlésung, A diejenige der untersuchten Fliissigkeit und 0,843 
die Tvrosinmenge in mg darstellt, die bei der Reaktion in ihrer Farben- 
intensitat einer Tryptophanmenge von 1 mg entspricht. Diese Kon- 
stante ist gleich der von Folin und Marenzi angegebenen, ist jedoch 
bei der Berechnung entgegen der Formel von Folin und Marenzi nicht 
als Multiplikator, sondern als Divisor einzusetzen, falls das Ablesen 
im Kolorimeter gegeniiber einer Tyrosinstandardlésung durchgefihrt 
wird. 

2. Die Hydrolyse im Wasserbad kann mit Vorteil durch das viel 
kiirzere AufschluBverfahren im Autoklaven ersetzt werden, wobei 
das Erhitzen wahrend 2 Stunden vollauf geniigt und ein Uberdruck 
von 2 bis 8 Atmospharen ohne EinfluB auf die gewonnene Tryptophan- 
menge ist. Dies beweist die groBe Widerstandsfihigkeit dieser Amino- 
siure bei der EiweiBhydrolyse durch Lauge. 

3. Die Methode ist auch zur Bestimmung der beiden aromati- 
schen Aminosiuren im Casein geeignet. 

4. Die mittlere FehlergréBe betragt 4 bis 5°, fiir die einzelnen 
Tryptophanbestimmungen bei beiden EiweiBkérpern. Die Uberein- 
stimmung ist weniger befriedigend bei der Ermittlung des Tyrosin- 
gehalts. Die mittleren Abweichungen sind namlich bei den einzelnen 
Bestimmungen mit PlasmaeiweiB doppelt so groB (—- 6°) wie mit 
Casein (-- 3°). Dies wurde auf das rasche Entstehen von Triibungen 
in der Versuchslésung zuriickgefiihrt. Das Entstehen von Triibungen 
kann durch das Erhéhen der Saurekonzentration hintangehalten 


werden. 
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5. Es geniigen 3 Stunden zum Abscheiden des Tryptophans voll- 
kommen. Der Niederschlag nimmt nach 18 Stunden oder nach Er- 
hitzen zu. Die Zunahme ist sicherlich nicht durch Tryptophan bedingt, 
worauf Versuchsergebnisse hinweisen, die durch die Anwendung der 
Reaktion von Hopkins und Cole nach dem Vorgang von Cary gewonnen 
wurden. 

6. Ein Teil des Niederschlags, der das Tryptophan enthalt, ist 
zwar in Toluol léslich, dies dirfte jedoch ohne besondere Bedeutung 
sein, da sich die Tryptophanwerte durch auffallende Bestandigkeit 
auszeichnen. 

Literatur. 
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Uber die Ausnutzung von frischer Hefe und Trockenhefe. 


Von 


Franz M. Kuen und Konstantia Piiringer. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 30. Mdrz 1934.) 


Die Ausnutzung der Hefe als Nahrungsmittel wurde vielfach 
untersucht, doch sind die meisten Beobachtungen an Tieren, nur wenige 
hingegen am Menschen gemacht worden. Die an verschiedenen Tieren 
(Hund, Hammel, Pferd, Schwein) ausgefiihrten Versuche gaben bei 
einigen Autoren (V6ltz, Honcamp, Deutschland, Schittenhelm uu. a.) 
ziemlich iibereinstimmend fiir die Ausnutzung des Stickstoffs der Hefe 
Werte von 82 bis 89°, und fiir die Kalorien 70 bis 88°. Dagegen 
fand Rubner! bei seinen Versuchen mit Hunden betrachtlich héhere 
Werte und zwar fiir den Stickstoff 98,4, und fiir die Kalorien 89,6 °,. 
Am selben Tier ausgefiihrte Untersuchungen von Schill? zeigten aber 
eine viel schlechtere Ausnutzung, namlich fiir den Hefestickstoff nur 
40 bis 76°, (im Mittel 64°,) und fiir die Kalorien 47,7 bis 71,1, (Mittel 
59,4°,). Bei den Versuchen von Schill wurde lebende PreBhefe gegeben, 
wahrend die anderen Untersucher fast ausschlieBlich Trockenhefe 
bzw. Acetondauerhefe verfiitterten. Die Herkunft der Hefe war ver- 
schieden, es wurde sowohl entbitterte Bierhefe als auch Mineralhefe 
verwendet. 


Die Hefe wird vom Menschen in geringen Mengen im Bier, Most 
und dergleichen, in gréReren Mengen dauernd im Brote und in den 
Backwaren verzehrt. 


In den Kriegsjahren wurde die Hefe nicht nur zur Fitterung 
fiir landwirtschaftliche Nutztiere, sondern auch durch das Institut fiir 
Garungsgewerbe in Berlin in gréBeren Mengen fiir die menschliche 
Ernahrung, und zwar besonders als Ersatz fiir das mangelnde Eiweib 
herangezogen. Darum erscheint gerade die Frage der Ausnutzbarkeit 
beim Menschen von groBer Bedeutung. Da in bezug auf die Verwert- 
barkeit der Hefe im menschlichen Organismus nun aber nur wenige 
Beobachtungen® vorliegen, haben wir in einigen Versuchen an uns selbst 
die Ausnutzung der Hefe, besonders mit Riicksicht auf die Unterschiede 
in den Ergebnissen der friiheren Forschungen untersucht. 


1 Deutsch. med. Wochenschr. 63, 629, 1916; Miinch. med. Wochenschr. 
1916, Nr. 18. — ? Diese Zeitschr. 87, 163, 1918. — * V6liz u. Baudrexel, 
diese Zeitschr. 80, 457. 1911; 31, 355, LOLL. 
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Die Versuchspersonen wurden zunachst in einer Vorperiode auf eine 
Grundkost gesetzt und nach dem Ersatzverfahren eine Hefeperiode 
angeschlossen. 

Versuche mit frischer PreBhefe. 

Die erste Versuchsreihe wurde mit drei Personen angestellt, welche 
eine kalorisch und an Eiweif ausreichende Nahrung zu sich nahmen. 
Es wurde darauf geachtet, daB in die Kost nur solche Nahrungsmittel 
aufgenommen wurden, welche wahrend der ganzen Versuchsdauer 
mit Appetit verzehrt werden konnten. 

Die genaue Zusammensetzung der taglich wahrend der Vorperiode 


verzehrten Kost war folgende: 


Tabelle I. 





|| Versuchspersonen A. und Pi Versuchsperson Pe. 
g Cal gN g Cal gN 

Trockenmileh . . . . 36 186,8 1,45 36 186,8 1,45 
ees at ges ees 8 42.6 0,29 8 42.6 0,29 
Awiepaek ge ce 100 400,5 2,12 10( 400,5 2,12 
GMM 6 o-oo 4 eels 95 448.6 1,45 110 519.4 1,68 
PRUNES fsb! Sa, > 40 314,2 0,04 40 314,2 0,04 
Dene cee ie 50 246.0 2.01 70 344,4 2,80 
NE A ee gn. BIE Te 38 142,0 1,47 38 142,0 1,47 
Marmelade ..... 76 207,1 0,16 76 207,1 0,16 
BUR eg ack ek eis 66 258,1 — 119,5 467,3 — 
Trockensuppe ... . 50 175,0 0,77 50 175,0 0,77 
Tomatenmark*. . . . 40 41,7 0,28 40 41,7 0,28 

Mittei: 2462,6 10,04 2841,0 11,06 


* Das Tomatenmark wurde in die Suppe eingeriihrt. 


Pro Kilogramm K6érpergewicht und Tag wurden bei Versuchsperson Pt. 
38,67 Cal und 0,158 g N, bei Versuchsperson AK. 39,52 Cal und 0,161 g¢ N, 
und bei Versuchsperson Pe. 41,75 Cal und 0,163 g N zugetiihrt. Der Stick- 
stoffgehalt der Nahrungsmittel sowie der Ausscheidungen wurde nach 
Kjeldahl, der Energiegehalt durch direkte Kalorimetrie in der Berthelot- 
Mahlerschen Bombe bestimmt. 

In der darauffolgenden Hauptperiode wurde ein Teil des Nahrungs- 
eiweiBes und der Kalorien durch eine entsprechende Menge Hefe ersetzt. 

Die in der ersten Versuchsreihe verwendete Hefe war die kaufliche 
trische PreBhefe (Mineralhefe)!, welche folgende Zusammensetzung aufwies: 

Wassergehalt . . . . . 69,92°, 
Trockensubstanz . . . . 30.08°, 
Stickstoffgehalt .. . . 2,42°, (feucht), 804°, (trocken) 
Roherwem ......-. 36526% ( . } SO26% | = ) 
Kalorien in lOO g. . . . 144.380 () .,) ). 478,96 ( = ) 


Die in der Hauptperiode entsprechend geainderte Zusammensetzung 
der taglichen Kost war folgende: 


1 Erzeugnis der Vereinigten Mautner-Markhofschen PreBhete-Fabriken. 
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Tabelle II. 





Versuchspersonen AK. und Pu. Versuchsperson Pe. 


g Cal ge N g Cal gN 
Trockenmilech . . . 36 186,8 1,45 36 186,8 1,45 
porno. SS se 8 42.6 0,29 8 42.6 0,29 
Zwieback ...... | 100 400,5 2,12 125 509.6 2,65 
Oe ere 95 448,6 1,45 110 519.4 1,68 
ee er 63 494,9 0,07 87,7 688,9 0,09 
PreBhefe ...... 1438 207,5 3,48 153 220,8 8,70 
Marmelade ee 76 207,1 0,16 76 207,1 0,16 
TAME sas ke 66 258,1 — 66 258,1 a 
Trockensuppe ... . 50 175,0 0,77 50 175,0 0,77 
Tomatenmark ; 40 41,7 0,28 40 41,7 0,28 


Mittel: 2462.7 10,06 2841,0 11,07 


Wie in der Tabelle IT zu sehen ist, wurden von den Versuchspersonen K. 
und Pt. in der Hefeperiode an Stelle von 50 g Salami und 38 g Kase 143,8 ¢ 
frische Hefe zugefiihrt, wodurch der in Kase und Salami enthaltene Stick- 
stoff von 3,48g durch die gleiche Menge Hefestickstoff (3,48 g) ersetzt 
wurde. In der Hefeperiode war also etwas mehr als ein Drittel des Gesamt- 
stickstoffs der Nahrung durch den Hefestickstoff gedeckt. 


Da die Menge von 143,8 g Hefe nun aber nur 207,5 Cal enthielt, die 
ersetzte Menge von Salami und Kase aber 388 Cal lieferte, wurde diese 
Kaloriendifferenz durch eine Zulage von 23 g Butter (180,7 Cal) ausgeglichen. 
Bei der Versuchsperson Pe. wurden die in der Vorperiode zugefiihrten 70 g 
Salami und 38g Kase durch 153 g Hefe pro Tag ersetzt, die Differenz in 
den Kalorien in der Héhe von 265,6 Cal durch eine Zulage von 37.7 g Butter, 
25 ¢ Zwieback und einen Abzug von 53,5 ¢ Zucker ausgeglichen. 


1. Vorperiode. 


Die Vorperiode dauerte bei allen drei Versuchspersonen 6 Tage, die 
Anpfstellung der Stickstoff- und Energiebilanz begann am dritten Tage, 
die darautfolgende Hauptperiode erstreckte sich auf 4 Tage. Durch Ein- 
nahme von 0,4g Carmin in zwei Gelatinekapseln wurden die Fazes der 
verschiedenen Perioden abgegrenzt. Die einzelnen Tagesharne wurden 
durch Entleerung der Blase morgens um 7 Uhr abgegrenzt und daraut 
noch niichtern das K6érpergewicht festgestellt. Die Ergebnisse des Stich- 
stoffumsatzes sind in den folgenden Tabellen dargestellt : 








N-Ausscheidung N N Kérper-  Harn- 

Datum “tos Meme | ke ilek | ia resorbiert Ausatz gewicht menge 
Versuchsperson Pé. Einnahme 10,04g N. 

9. bis 10. IV. 10,40 0,92 11,32 9,12 —1,28 63,70 1340 

ee se 9,47 0,92 10,39 9,12 — 0,35 63,66 1300 

it. > E2c8N. 8,56 0,92 9,48 9,12 +0,56 63,93 1128 

iS: « AY. 7,94 | 0,92 8,86 9,12 +1,18 | 64,02 1135 


Mittel: 9,09 0,92 10,01 9,12 + 0,03 
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D N-Ausseheidung N N Koérper- Harn- 
atum ——$____—__- ——————————_ resorbie Satz rewie 
a im Kot eadians resorbiert Ansatz gewicht menge 
Versuchsperson AK. Einnahme 10,04g¢ N, 
9. bis 10.1V. = 10,75 1,70 12,45 8,34 -~- 2,41 62,32 1685 


16: = BLN. 9,80 1,70 11,20 8,34 —1,16 62,15 | 1300 
1 a 6°. ah 2 9.10 1.70 10,80 8,34 —0,76 61,89 1350 
12. ARAN: 8,39 1,70 10,09 8,34 —0,05 61,89 1442 
Mittel: 9,51 1,70 11,21 8,34 — 1,09 
Versuchsperson Pe. Einnahme 11,06g N. 

9. bis 10.1V. 12,48 2,06 14,54 9,00 — 3,48 68,08 750 
|) re 3 Fes 9,58 2,06 11,64 9,00 — 0,58 67,51 626 
T:.. SLY: 9.68 2,06 11,74 9,00 —O0,68 67,18 | 1174 
1: « 805%. 9,28 2,06 11,34 9,00 =a OD 67,61 1000 

Mittel: 10,26 2,06 1232 900 —1,26 


Die aus dem mit den Fazes ausgeschiedenen, nicht resorbierten 
Stickstoff berechnete Ausnutzung des Stickstoffs der Gesamtnahrung 
wahrend der Vorperiode ergab fiir die drei Versuchspersonen folgende 
Werte: 

Stickstoffausnutzung. 
Einnahme: in den Fazes 
Versuchsperson Pi. 10.04 g N: 0.92 g N = 91°, N-Verlust, daher 90,9°, 
ausgenutzt: 
Versuchsperson AK. 10.04 g¢ N: 1,70¢ N 16,.9°,, N-Verlust. daher 83.1 °, 
ausgenutzt: 
Versuchsperson Pe. 11,06 g N: 206g N 18,6°., N-Verlust, daher 81.4°,, 
ausgenutzt. 
Energieumsatz. 

Der Energieumsatz der Versuchspersonen berechnet sich aus den in 
folgenden angegebenen Zahlen Die Einnahmen pro Tag betrugen bei den 
Versuchspersonen Pu. und K. 2462,6 Cal. die der Versuchsperson Pe. 
2841.0 Cal. 

Die Ausgaben fiir die Versuchsperson Pa.: Die Fazes der Vorperiode 
wogen im trockenen Zustande 66,70 g und gaben bei der Verbrennung pro 
lg 5,616 Cal. 

Also in Summe ... . . . 374,52 Cal 
Abzug fiir 0.4g Carmin .. . 1,62 


372.90 Cal 


d.h. pro Tag ...... .- 93,22 ,, = 3,79°% der Energiezufuhr 
der Harn enthielt pro Tag . . 61,12 ,, = 2,48°, 
Meme Sc oe we we ee See 6,27°,, der Energiezutuhr 
Daraus berechnet sich der physiologische Nutzwert zu 2462,6 — 154,34 
= 2308.26 Cal = 93.73°,. Der kalorische Quotient (Harn Cal/Harn N) 


war 6,72. 
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Fiir die Versuchspersonen AK. und Pe. ergab die aus den kalorischen 
Bestimmungen auf die gleiche Weise durchgefiihrte Berechnung fiir den 
physiologischen Nutzeffekt 91,78 bzw. 91,47°, (Pe.); fiir den kalorischen 
Quotienten 6,44 bzw. 5,84 (Pe.). 


2. Die Hefeperiode. 

Die Zusammensetzung der in der Hefeperiode zugefiihrten Kost ist 
in der Tabelle Il angegeben. Die einzelnen Mahlzeiten waren bis auf den 
Ersatz von Kase und Salami durch die Hefe, welche in die Suppe eingeriihrt 
wurde, und die Zulage von Butter unverandert. Die Tomatensuppe wurde 
wie in der Vorperiode zubereitet und die entsprechenden Mengen frische1 
PreBhefe (143,8 bzw. 153,0 g) eingeriihrt und einige Minuten aufgekocht. 
In dieser Form wurden die verhaltnismaBig groBen Mengen von Hefe ohne 
Widerstreben in einer Mahlzeit mittags verzehrt. Die Verdauung wurde 
durch die Zufuhr der Hefe nicht gestért; die Stiihle waren voluminése1 
und wasserreicher, aber doch geformt. 


Der Stickstoffumsatz waihrend der Hefeperiode ist in folgenden 
Tabellen wiedergege ben: 








N-Ausscheidung N N Kirper- Harn- 
Datum Sesh ae : — resorbiert | Ansatz gewicht menge 
im Harn im Kot Summe 
Versuchsperson Pu. Einnahme 10,06 g N. 
13. bis 14. 1V. 7,54 2,56 10,10 7,50 —0.04 63,95 15385 
145 FBT: 7,15 2,56 9,71 7,50 +035 63,67 1058 
ha 6 7,62 2,56 10,18 7,50 —0O12 64,02 1245 
16 17. 1V. 6,94 2,56 9,50 7,50 +0,56 63,84 1080 
Mittel: 7,31 2,56 9.87 7,50 + 0,19 
Versuchsperson A. Einnahme 10,06 g N. 
13. bis 14. TV. 9,08 2,99 12,07 7,07 - 2.01 61,76 1650 
14. 15. 1V. 9,33 2,99 12,32 7,07 — 2,26 | 61,57 | 1285 
BB. .9) AOE 8,15 2.99 11,14 7,07 —1,08 6142 | 1110 
1G; 5 AGA. 6,68 2,99 9,67 7,07 +039 6115 1005 
Mittel: 8,31 2,99 11,30 7,07 1,24 
Versuchsperson Pe. Einnahme 11L07g N. 
13. bis 14.1V. || 913 | 3,77 | 12,90 7,30 | —1,83 | 67,47 | 845 
14.) BOOTY. 8,63 3,77 12,40 7,30 —1,33 67,82 1064 
16. “ERAN. 7,52 3,77 11,29 7,30 —022 67,10 1038 
16. 17. 1V. 6,23 3,77 10,00 | 7,30 +1,07 66,84 770 
Mittel: | 7,88 | 3,77 | 11,65 7,30 | —0,58 








Aus dem in den Fazes enthaltenen nicht resorbierten Stickstoff 
berechnete sich die Ausnutzung des Stickstoffs der Gesamtnahrung 
in der Hefeperiode und ergab foigende Werte: 


Stickstoffausnutzung. 


Versuchsperson Pti.: 74,6°, (10,06: 2,56) 
a K.: 70,3°, (10,06: 2,99) 
Pe.: 65,9°,, (11.07: 3,77) 
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Energieumsatz. Der Energieumsatz wahrend der Hefeperiode  ergibt 
sich aus folgender Berechnung. 

Versuchsperson Pi. Einnahme: 2462,6 Cal. Ausgaben: die Fazes 
wogen trocken 154.60 g und gaben bei der Verbrennung pro | g 5.602 Cal. 


Also in Summe ... . . . 866,08 Cal 
Abzug tir 0.4g¢ Carmin . . . 1,62 

864,46 Cal 
deh. provTar”. ..... » . s SIGEE «,, 8.78 °,, der Energiezufuhr 
der Harn enthielt pro Tag . . 46,78 ., 190% 5 a 
Sueno 2 ee SS SC aaa 10,68 °,, der Energiezufuhr 


Daraus berechnet sich der physiologische Nutzwert zu 2462.6 -— 262,89 
2199,71 Cal §9,52°.. Der kalorische Quotient war 46,78 /7,31 = 6,40. 
Dieselbe Berechnung ergab bei der Versuchsperson AK. einen physiologi- 
-chen Nutzwert von 87,83°,. bei Pe. 86.76°, und einen kalorischen 
Quotienten von 6,40 (K.) bzw. 7.24 (Pe.). 
Berechnung der Ausnutzung des Stickstoffs und der Kalorien der Hefe. 
A. Ausnutzung des Hefestickstoffs. 

Die Stickstoffausnutzung der Gesamtnahrung in der Vorperiode 
hetrug 81,4 bis 90,9°, und sank durch die Zufuhr von Hefe in der 
Hauptperiode auf 65,9 bis 74,6°,. Aus der Gegeniiberstellung der 
Stickstoffausnutzung in der Vorperiode und in der Hefeperiode labt 
sich nun die Ausnutzung des Hefestickstoffs selbst berechnen, was in 
einem Beispiel durchgefiihrt sei. Zunachst sei diese Gegeniiberstellung 
fiir die Versuchsperson A. angegeben: 


Ausnutzung des Stickstotfs der Gesamtnahrung. 











Stickstoffzufuhr Stickstoffausgaben 
Vorperiode Hefeperiode : “Vorperiode “i, Hefeperiode 
10,04g¢ N 10,06 ¢ N Im Ham ... 951g N 8,31 g N 
be Hot . ..... 110en 2,99 g N 
11,21 ¢ N 11,30 ¢ N 
Stickstoffverlust . ......... 169% 29,7 °, 
Stickstoffausnutzung . ...... . 83.1%) 70,3 % 


Die Stickstoffausnutzung der gesamten Nahrung sank also von 383.1 
in der Vorperiode auf 70,3°, in der Hefeperiode bzw. bei der Versuchs- 
person Pd. von 90.9 auf 74.6°,, und bei Versuchsperson Pe. von 81.4 aut 
65,9°,. 
38g Kase und 50g Salami aus der Vorperiode wurden durch 143.3 ¢ 
frischer Hefe ersetzt. 
38g Kase enthielten . . . . L47gN 
50 g Salami ‘. . . . 200gN 
3.47 2N 
davon ausgenutzt von Kase . 1.37g¢N 
. Salami 1,91 g¢N 


3.299 N 


(Ausnutzung nach Aénig 93,5°,) 
( a Pe ey 
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Im Kot der Vorperiode waren 3,47 — 3.29 = 0.ISg N, von Kase 
und Salami herriihrend, enthalten, daher entsprachen 1,70 — 0,18 = 1,52g¢.N 
der ubrigen Nahrung. Die Differenz aus dem taglich in der Hefeperiode 
ausgeschiedenen Stickstoff von 2,99 g und dem Wert von 1,52 ¢ N, welcher 
der tibrigen Nahrung entsprach, im Betrage von 1.47 g N stellt also den 
taglich mit den Fazes verloren gegangenen Anteil des Hefestickstoffs dar’. 
Der ausgenutzte Hefestickstoff berechnet sich dann auf folgende Weise 
Stickstoff der zugefiihrten Hefe 3.48 weniger dem nicht resorbierten Hefe 
stickstoff von 1,47 = 2,0lg N. 

Von 348g Hefestickstoff wurden also 2.01 g N, d. i. 57,8°,, 
ausgenutzt. 

In derselben Weise berechnete sich fiir die Versuchsperson Pii. dic 


~ 


Ausnutzung des Hefestickstoffs zu 47,7°%,, fiir die Versuchsperson P- 
mi o2,0%. 
B. Ausnutzung der Kalorien der Hefe. 
Als Beispiel sei die Berechnung fiir die Versuchsperson A. angegeben: 
Vorperiode: 50g Salami... . . . . 246 Roh-, 232 Reinkalorien 
SBP BABO eeo e ER +s 134 rr 
388 Roh-. 366 Reinkalorien 
388 366 22 Cal im Kot. 
Gesamtkalorien der Fazes . . 141,2 Cal 
— 22,0 
119.2 Cal entfallen auf die tibrige Nahrung. 
Hefeperiode: 143,8¢ Hefe. . . . . . . 207.6 Rohkalorien 
23 g Butter. . . . . . 180,4 Roh-, 172.3 Reinkalorien 
388.0 Cal 
Gesamtkalorien der Fiazes . . 244.5 Cal 
119,2 
125.3 Cal entfallen auf Hefe und Butter. 
125,3 Cal. 
8.1... (Differenz der Roh- und Reinkalorien von 23 g Butter) 
117.2 Cal der Hefe im Kot 
207.6 Cal durch Hefe zugefiihrt 
-117,2. ... Verlust im Kot 
90,4 Cal der Hefe resorbiert, 
d.h. es wurden 43,6°, der Hefekalorien ausgenutzt. 

Die analoge Berechnung lieferte fiir die Versuchsperson Pt. eine 
Resorbierbarkeit der Hefekalorien von 34,1 °,, und fiir die Versuchsperson Pe. 
33,6 %. 

Als Endergebnis der drei Versuche mit frischer PreBhefe kann fest- 
gestellt werden, daB der Stickstoff der Hefe bei den drei Versuchs- 


' 23 g¢ Butter (Zulage in der Hefeperiode) enthielten 0,026 g N, davon 
0,0233 ¢ N resorbiert = 0.0027 g N im Kot, daher zu vernachlassigen. 
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personen zu 47,7 bis 57,8, im Mittel zu 52,5°, und der Kaloriengehalt 
zu 33,6 bis 43,6, im Mittel zu 37,1°, ausgenutzt wurde. Diese niedrige 
Ausnutzung der Hefe, welche zu den Erfahrungen anderer Autoren, 
besonders auch zu den Beobachtungen von Voltz und Baudrexel am 
Menschen in Widerspruch zu stehen scheint, war fiir uns ziemlich 
iiberraschend, doch stimmen die Ergebnisse bei den drei Ver- 
suchspersonen gut  tiberein. Die durchschnittliche Abweichung 
vom Mittelwert betragt fiir die Ausnutzung des Hefestickstoffs 
(im Mittel 52,2°,) nur 3,8°, und fiir die Kalorien (Mittelwert: 
37,1°,) nur 4,7°%. Die verhaltnismaBig niedrige Ausnutzung der 
Hefe diirfte wohl durch die Resistenz der Hefezellen gegen die 
Verdauungsfermente zu erklaren sein. 


Versuche mit Trockenhefe. 

Der Ausgang der Versuche mit frischer Hefe hat uns nun veranlabst. 
in einem weiteren, genau so durchgefiihrten Versuche die Ausnutzung 
von Trockenhefe zu untersuchen. Die von uns verwendete Trockenhefe 
war eine aus der gleichen PreBhefe, wie sie in den ersten drei Versuchen 
verwendet wurde, durch schnelles, kurzes Erhitzen erhaltene Trocken- 
hefe. Die frische Hefe liuft dabei in diinner Schicht tiber mit Dampf 
von 6 Atm. geheizte rotierende Metallwalzen, wobei sie innerhalb 
15 Sekunden den gr6éBten Teil ihres Wassers verliert. 

Die Trockenhefe, ein feines, gelbliches, angenehm wiirzig riechendes 
Pulver hatte folgende Zusammensetzung : 


Wassergehalt ...... 6,82 °, 
Trockensubstanz . . . . . 938,18 °, 
Stickstoffgehalt . ... . 7,56°, (lufttrocken), 8.11 °,, (trocken) 
Rohprotein (N . 6.25)... 47,25 { ‘a ee Sy ae ) 
Purinstickstoff! .... . 0,51 % ( “s ). 0,55 °,, ( oe 
daher 
EiweiBstickstotf . . . . . 7,06 % ( ), 7,66 % ( 99 ) 
eR ie aS ee cs BIG I bi (h: 2 ae oe ) 
Kalorien in 100g... . . 447,8 ° ( a eg 5 a ay 


Die Ausnutzungsversuche mit der Trockenhefe wurden mit den Versuchs- 
personen A. und Pu. ausgefiihrt. Die Aufeinanderfolge und Zusammen- 
stellung der einzelnen Mahlzeiten waren dieselben wie in den Versuchen 
mit der frischen PreBhefe. 

Der genaue Stickstoff- und Kaloriengehalt der in der Vor-. Haupt- 
und Nachperiode verzehrten Kost ist in folgender Tabelle angegeben: 


Nach Meisenheimer, Zeitschr. ft. physiol. Chem. 114, 205, 1921. 
Neuerdings haben wir den Puringehalt der Hefe nach dem Verfahren von 
Kriiger-Schittenhelm untersucht, wobei wir héhere Werte als Meisenheimer 
gefunden haben, da beim Vorgang von Meisenheimer ein groBer Teil der 
Purine zerstért wird. 
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Vor- und Nachperiode Hefeperiode 

ya “Cal gN aT g Cal x gN 

Trockenmilech . . . . 36 186,8 1.45 36 186,8 1,45 
Kakao CRE, Wize 8 42.6 0,29 8 42.6 0,29 
Zwieback . . yee 120 480,6 2,54 120 480,6 2,54 
ee Sok Heaps 90 432.6 1,22 90 432.6 1,22 
ees og Gok 40 314,2 0,04 67,3 528,5 0,06 
oo ae ar 60 337,8 2,76 a. ROR) ORR K ’ 
Kise... ......4 88 | 1420 | saz ||"ete:588, 2605 | 448 
Marmelade ..... 76 207,1 0,16 76 207,1 0,16 
RE eh rk is nae 66 258,1 ~ 66 258,1 — 
Trockensuppe ... . 50 175,0 0,77 50 175,0 0,77 
Tomatenmark . .. . 40 41,7 0,28 40 41,7 0,28 
OS eee eee eo ee 3 —— 0.02 3 —_ 0.02 
Mittei: 2618.5 11,00 2618.5 | 11,27 


Bei der Berechnung der in der Hauptperiode zu verzehrenden Hefe 
menge wurde der Puringehalt der Hefe (s. oben) beriicksichtigt. 60 g Salami 
enthielten 0,053 g Purinstickstoff, daher 2,71 g EiweiBstickstoff, der Purin 
gehalt von 388g Kase von 0,001 g Purin-N! kann vernachlassigt werden. 
Ks war daher in der Hefeperiode 2.71 (Salami) + 1,47 (Kase) = 4.88 g 
EiweiB-N zu ersetzen, welche Stickstoffmenge in 59,3 g Trockenhefe ent- 
halten war. In bezug auf den Energiegehalt ergab sich dabei ein Kalorien- 
manko von 214,3 Cal, welches durch Zulage von 27,3 g Butter ausgeglichen 
wurde. 

Pro Kérperkilogramm und Tag hatte Versuchsperson Pd. 40.45 Cal 
und 0,170 g Stickstoff, Versuchsperson K. 42,20 Cal und 0,177 g Stickstoft 
zu sich genommen. 

Bei der Versuchsperson Pi. dauerte die Vorperiode 8 Tage. Die Auf- 
stellung der Stickstoffbilanz und des Energieumsatzes begann erst am 
dritten Tage nach Einstellung des Kérpers auf die Versuchskost. Daran 
schloB sich eine Hefeperiode von 4 Tagen, der eine ebenfalls viertaigige 
Nachperiode folgte. Bei Versuchsperson K. dauerte die Vorperiode 5 Tage 
(Aufstellung des Stickstoff- und Energieumsatzes ab dritten Tag), die 
Hefeperiode 4 und die Nachperiode 3 Tage. 


Der Stickstoffumsatz ist in folgenden Tabellen wiedergegeben: 





, N-Ausscheidung N N Kirper- Harn- 
Jatum aetna aieimncieditae ines ‘oak madi sare bel, eel 

: ;. < - resorbiert Ansatz ewicht menge 
im Harn | im Kot Summe g 


Versuchsperson Pi. Vorperiode. Einnahme: 11,00g N. 





16. bis 17. VI. || 10,37 1,72 12,09 9,28 —1,09 | 64,74 1300 

Ms so TO oT eee 1,72 10,87 9,28 +013 64,79 1285 

18. , 19.VI. |} 838 1,72 10,10 9,28 +0,90 64,71 14380 

1. 5 SONL  T8 1,72 9,31 9,28 +1,69 64,74 1050 

20. , 21.VI. | 7,84 1,7: 9,56 9,28 + 1,44 65,14 1608 

21. , 22.VI. | 7,50 1,72 9,22 9,28 +1,78 64,96 1115 
Mittel: | 8,47 1,72 10,19 9,28 + 0,81 


1 Nach Th. Fellenberg, diese Zeitschr. 88, 323, 1918. 
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im Kot 


] 
Datum | ‘ 
| im Harn 


Hefeperiode. 


22. bis 23. VI. 8.09 211 
28. . 24: VI. 7,12 2,11 
24. , 26. VI. 7,37 2.11 
yp: ROE EHS 7,23 2.11 

Mittel: 7,45 2.11 

Nachperiode. 

26. bis 27. VI. 7.76 1,98 
a. 5 ee VE 8,16 1.98 
96; Be ¥i- 8,21 1,98 
BO. VL 8.45 1,98 

Mittel: 8,14 1.98 


Versuchsperson K. 


13. bis 14. VI. 9.01 2,16 
bi ag Dee V. 9 37 2,16 
i. be Vs 8,50 2,16 
Mittel: 8,96 2,16 


Hefeperiode. 


16. bis 17. VI. 8,36 2,19 
Le. } ° 9848 8,07 2,19 
is, 5 Se VL 9,17 2,19 
19. , 20.VI 8,32 2,19 

Mittel: 8,45 2,19 


Nachperiode. 


20. bis 21. VI. | 7,15 | 1,51 
21. , 22.V1. || 7,99 | 1,51 
22. . Q3.VI. 805 | 1,51 

Mittel: 7,71 ‘1,51 


Summe 


Vorperiode. 


N-Ausscheidung N 


Einnahme: 
10,20 9,16 
9,23 9.16 
9.48 9,16 
9.34 9,16 
9.56 9,16 
Einnahme: 
9,74 9,02 
10,14 9,02 
10,19 9,02 
10,43 9.02 
10,12 9,02 


11,17 8.84 
11,53 8,84 
10,66 8.84 
11,12 8.84 
Einnahme: 
10,55 9,08 
10,26 9,08 
11,36 9,08 
10,51 9.08 
10,67 9,08 
Einnahme: 
8,66 9.49 
9,45 9,49 
9.56 9,49 
9,22 9.49 


~ resorbier 


t 


Einnahme: 


N Korper- 
Ansatz gewicht 


Bee 4 g N. ’ 
+1.07 65,52 
+204 65,28 
+ 1,79 65,48 
+ 1,93 65,52 
+ 1,71 

00 g N. 

+ 1.26 65,28 
+ 0.86 65,52 
+ 0,81 65.04 
+057 64,78 
+ O88 


—O17 6213 
— 0,53 62,14 
+034 62,42 
— 0,12 

27g N 

+0,72 62,54 
+1,01 62,29 
— (0.11 62,45 
+ 0.76 62,21 
+ 0,60 

00g N. 

+ 2,34 | 62,06 
+1,55 |} 62,11 
+144) 6215 
+ 1,78 


Harn- 
menge 


1560 
1435 
1110 
1418 


1600 
1490 
1510 
1416 


11,00 g¢ N. 


800 
650 
760 


S80 
950 
1230 
1150 


910 


' 1090 


790 


Wie die Ausscheidung des Stickstoffs mit den Fazes (siehe Tabelle, 
Stab 3) zeigt, war beim Ubergang von der Vor- zur Hauptperiode keine 
bedeutende Steigerung des Stickstoffverlustes mit den Fazes zu beob- 


achten. 


Dadurch unterschieden sich die Ausnutzungsversuche mit 


der Trockenhefe wesentlich von den Versuchen mit der frischen PreB- 


hefe. 


Die aus dem nicht resorbierten Stickstoff des Kotes berechnete 


Ausnutzung des Stickstoffs der Gesamtnahrung wies folglich auch nur 
geringe Unterschiede zwischen den einzelnen Perioden auf. Bei Versuchs- 
person Pi. betrugen die Stickstoffverluste in der Vor- und Nachperiode 


15,6 und 18,0°,, in der Hefeperiode nur 18,7 °%,. 


Biochemische Zeitschrift Band 271. 
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nutzung ergibt sich demnach in der Vor- und Nachperiode zu 84,4 
und 82,0°, und in der Hefeperiode zu 81,3°,. Bei Versuchsperson K. 
waren die Stickstoffverluste mit den Fazes in der Vor- und Nachperiode 
19,6 und 13,7°,, in der Hefeperiode 19,4°,, folglich die Stickstoff- 
ausnutzung der Gesamtnahrung in der Vor- und Nachperiode 80,4 
und 863°, und in der Hefeperiode 80,6°,. 

Die Ausnutzung des Stickstoffs der Hefe wurde ebenso berechnet 
wie bei der frischen Hefe und sei ebenfalls an einem Beispiel wieder- 
gegeben: 

38 ¢ Kase und 60g Salami wurden durch 59,3 g Trockenheie 
ersetzt. 

(Ausnutzung nach Aénig 93,5°,) 


( Pa - » S79 %) 


Som weees. 2. cw st tw RTS 


be 


609 Salami 76g 
4,23 ¢ 


x 
x 
N 

387 ¢ N (Kase) 
N 
N 


davon ausgenutzt 


2.64 g N (Salami) 


4,01 g 
In den Fazes der Vorperiode waren deshalb 4,23 — 4,01 0,22 g 
Stickstoff, von Kase und Salami herriihrend, enthalten, daher entsprachen 
2.16 — 0,22 194g N der iibrigen Nahrung. Die Differenz von 2,19 


(Stickstoff in den Fazes der Hefeperiode) 1,94 = 0,25g N entspricht 
dann dem nicht resorbierten Stickstoff der Hefe. Auf die Gesamteinnahme 
von 4,48 ¢ Hefestickstoff bezogen, ergibt sich daraus eine Ausnutzung des 
Hefestickstoffs zu 94,.4°,.  Dieselbe Berechnung fiir Versuchsperson Pi. 
ergibt eine Ausnutzung des Hefestickstoffs zu 86,4 °,,. 


Enerqgreumsatz. 


Versuchsperson K. 
Vorperiode: 


Hinnahmen pro Tag . . . . 2618.50 Cal 


Ausgaben: Harn. . . F 53,79 ., = 2,06°, der Energiezufuhr 
ROO) 5d. e-pen ee  ons 664°, ,, ue 
Summe... . .  227,69Cal = 8,70°,, der Energiezutuhr 


Physiologischer Nutzwert . . 2390.81 Cal = 91,30°, 
Kalorischer Quotient: 53,.79/8.96 = 6.01. 
Hefeperiode : 


Einnahmen pro Tag . . . . 2618,50 Cal 


Ausgaben: Harn. .... «. 50,76 ,, = 1.94°., der Energiezufubr 
MOG: ok. kh SE... ee 64S. os 
Summe... . .  227,26Cal = 8,68°,, der Energiezutuhr 


Physiologischer Nutzwert . . 2391,24 Cal = 91,32 °, 
Kalorischer Quotient: 50,76/8.48 = 5,98. 
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Nachperiode : 
Kinnahmen pro Tag . . . . 2618,50Cal 
Auegaben: Harn. ..... 51,82 Cal 198°, der Energiezufuhr 
Bob = 3 é. «>. 43 §.13:% 
Summe.... . 186,12 Cal 7.11°., der Energiezufuhr 


Vhysiologischer Nutzwert . . 2432.38 Cal = 92.29°,, 
Kalorischer Quotient: 51.82,7,71 6.73. 

Bei dee Versuchsperson P#%. wurden folgende —physiologische 
Nutzwerte festgestellt: Vorperiode 92,40°.,.. Hefeperiode 91.27°.,.. Nach- 
periode 91,53 °,. 

Die Ausnutzung der Kalorien der Hefe soll fiir die Versuchsperson A. 
durchgerechnet sein: 

Vorperiode: 

60g Salami... ....... . . 338.0 Roh-, 319,0 Reinkalorien 
ae SS ee a mere! oe 134.0 
480.0 Roh-, 453.0 Reinkalorien 
480 453 27.0 Cal im Kot. Gesamtkalorien der Fiizes 173.9 27.0 
146.9 Cal entfallen aut die tibrige Nahrung. 
He fe pe riode : 
BOiSa@ Hefe ;.. 5 «ss es wa « s) BS Rehkalorien 
27.32 Butter ...... 2... .. . 214.3 Roh-, 204.7 Reinkalorien 
479.8 Rohkalorien 
Gesamtkalorien der Fazes 176.5 146.9 29.6 Cal entfallen auf Hefe 
und Butter. 
29.6 Cal 
9.6 .. (Ditferenz der Roh- und Reinkalorien der Butter) 
20.0 Cal der Hefe im Kot. 
265.5 Cal durch Hefe zugefiihrt 
20,0 .. Verlust im Kot, 
245.5 Cal der Hefe resorbiert. 
d. h. es wurden 92,.4°, der Hefekalorien ausgenutzt. 

Dieselbe Berechnung fiir die Versuchsperson Pv. ergab eine Ausnutzung 
der Hefekalorien von 85,7°.,,. 

Das Auffallendste an den Ergebnissen unserer Ausnutzungs- 
versuche scheint uns der betrachtliche Unterschied zu sein, welcher 
zwischen der Verwertbarkeit der frischen PreBhefe und der Trocken- 
hefe besteht. Aus unseren Untersuchungen und den friitheren Beob- 
achtungen anderer Autoren lassen sich nun einige wichtige SchluBb- 
folgerungen ziehen. 

11* 
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Fir die Ausnutzung des Hefestickstoffs und der Kalorien wurden 
von den verschiedenen Forschern folgende Werte erhalten: 


Véltz! ....... =.=. 8m Hund fir den N 83,6, 87,2%, f.d. Cal 70°, 
Voltz, Pichtner, Baudrerel? , Hammel, N 84—88%, ,, » 94% 
Honcamp, Popp, Volhard® , e » » N 82-86% 
Voltz, Baudrerel* . . . . , Menschen , , N 86%, cn hee a 
OMI Weide sa, woe te Hund ” N 82%, Pepe are SS 
TOE oa. ae es He reas - N 98,4 %, «2 ay De 
Deutschland’ ...... » " . N 83,5 %, eg eae, OY, 
RS wickets Ride . ‘ N 40, 66, 75, , » » 44,7, 
76%, 62,1, 71,1% 


Mittel: 64%  Mittel: 60,3 % 


Schittenhelm, Massatsch, Warnat® am Hund fiir den N 97,6 % 


Kuen, Piiringer . . .. .. ~~. « Menschen 
frische Hefe: fiir den N: fiir die Cal: 
47,7, 52,0, 57,8°% 34.1, 33,6, 43,6 % 
Mittel: 52,5°, Mittel: 37,1 % 
Trockenhefe: 
86,4, 944°, 85,7, 92,4 % 
Mittel: 90,4 °,, Mittel: 89,05 °, 


Trotz der Bedeutung der Frage der Ausnutzung der Hefe fiir den 
Menschen wurden von allen friiheren Untersuchern, mit Ausnahme 
von Véltz und Baudrexel, die Ausnutzungsversuche nur an Tieren vor- 
genommen, obwohl sich diese Ergebnisse nicht ohne weiteres auf den 
Menschen iibertragen lassen. So betraigt z. B. der Stickstoffverlust 
beim Hund nach Verfiitterung von reiner Hefesubstanz nach Rubner 
nur etwa 1.6%, steigt aber bei Darreichung von Hefe als Zulage zu 
Mischfutter auf 2,9° und bei ansteigender Verfiitterung von starke- 
haltigen Beilagen auf 19 bis 32°, der Zufuhr!®, wahrend im Gegensatz 
dazu beim Menschen die Ausnutzung des Hefestickstoffs durch Bei- 
mischung von Zuckerstoffen nicht beeinfluBt wird, wie Rubner und 
Schittenhelm™ gezeigt haben. 

Die einzigen Versuche, mit welchen sich unsere Beobachtungen 
unmittelbar vergleichen lassen, sind deshalb nur jene von Voltz und 
Baudrexel, welche fanden, daB die Hefe, und zwar sowohl der Stickstoff 


1 Pfliigers Arch. 107, 360, 1905. — * Landwirtschatl. Jahrb. 42, 1938, 
1912. — 3 Landwirtschaftl. Versuchsstat. 68, 263, 1906. — 4 Diese Zeitschr. 
80, 547, 1911; 31, 355, 1911. — ® Berl. klin. Wochenschr. 1915, Nr. 33. — 
6 Deutsch. med. Wochenschr. 63, 629, 1916; Miinch. med. Wochenschr. 1916, 
Nr. 18. — 7 Diese Zeitschr. 78, 358, 1917. — § Ebenda 87, 163, 1918. - 
® Ebenda 180, 454, 1926. — '° Schittenhelm-Massatsch, Warnat, a.a.O. — 
11 Rubner-Schittenhelm, diese Zeitschr. 180, 426. 1927; Deutsch. med. 
Wochenschr. 1926, Nr. 49. 
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als auch die Kalorien von der Versuchsperson Baudre.xel sehr gut aus- 
genutzt wurden, wozu nun die Ergebnisse unserer Versuche mit Frisch- 
hefe in auffallendem Widerspruch stehen. 

Bei der Durchsicht der Literatur scheint es, daB fast alle Autoren 
nur mit T'rockenhefe gearbeitet haben. Unsere eigenen Versuche mit 
Trockenhefe zeigen nun, daB diese vom menschlichen Organismus 
ausgezeichnet verwertet wird: die Resorbierbarkeit war bei der von uns 
untersuchten Trockenhefe sogar noch um einiges héher als in den 
Untersuchungen von Voltz und Baudre rel. 

Der Unterschied in der Ausnutzung von frischer Hefe und den 
verschiedenen Trockenhefepraparaten ist bis jetzt nur von Schill! 
beriicksichtigt worden. Dieser Autor fand bei seinen Versuchen mit 
Hunden, denen er lebende PreBhefe verfiitterte, fiir die Ausnutzung 
derselben ebenfalls viel niedrigere Werte als bei Trockenhefe, welche 
mit den von uns mit frischer PreBhefe erhaltenen Ergebnissen vergleich- 
bar sind. Schill nimmt an, daB die lebende Hefezelle den Verdauungs- 
fermenten einen gréBeren Widerstand zu leisten vermag als die ab- 
getétete, welche im Magendarmkanal leichter aufgeschlossen wird. 


Voltz* hat an Hunden die Versuche von Schill nachgepriift und die 
geringe Ausnutzung der lebend zugefiihrten Hefe bestatigt. In einem 
Versuch gingen nach 6!/, Stunden nur lebende Zellen ab, in einem anderen 
Versuch enthielt der nach 9'/, Stunden ausgeschiedene Kot 75°, tote, 
20°, kranke und 5°, lebende Hefezellen. Die geringe Ausnutzung der 
lebenden Hefe erklart V6/tz iibereinstimmend mit Schill durch eine gréBere 
Widerstandsfahigkeit der lebenden Zellen. 

Aber selbst bei der Aufnahme von lebender Hefe wird diese schon im 
Magen zu einem groBen Teil abgetétet, so daB also in den Darm wieder 
abgetétete Hefe gelangt. Nur ein verschwindender Bruchteil der Hefe. 
meist unter 1°,, verlaBt den Darm noch lebend®. 

Besonders griindlich wurde die Abtétung der Hefe im Verdauungskanal 
durch Rettger, Reddish und Mc Alpine* untersucht, welche fanden, da8 beim 
Menschen nach Zufuhr von einem Hefecake pro Tag (= 14 g¢ Hefe, enthalt 
70000 Millionen lebende Hefezellen) innerhalb 24 Stunden nur 12 Millionen 
lebende Zellen den Darm verlieBen. Dabei andert sich die Zahl der aus dem 
Darm noch lebend abgehenden Zellen von Tag zu Tag, so wurden z. B. bei 
Einnahme von zwei Cakes (140000 Millionen) 0,24 bis 127.0 Millionen 
lebende Zellen ausgeschieden. Bei Ratten wurden z. B. bei Verabreichung 
von 2¢ Hefe taglich im Magen 3,150000 Hefezellen, davon weniger als 
10000 lebend, im Coecum 252 Millionen, davon nur 10 Millionen lebend 
gefunden. In den Darm treten daher hauptsichlich abgetétete Hefezellen, 
die groBen Unterschiede in der Ausnutzbarkeit sind deshalb nach unserer 
Ansicht nicht durch die Annahme von Schil/ und V6ltz zu erklaren, sondern 
dadurch bedingt, auf welche Art und Weise die Abtétung der Hefe ertolgt. 


1 Schill, a.a.O. — ? Diese Zeitschr. 98, 101. 1919. — % Montgomery. 
Boor, Arnold u. Bergeim, Proc. Soc. Exp. Biol. and Med. 28, 385, 1931. — 
4 J. of Bact. 9, 327, 1924. 
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Bei unseren Versuchen mit frischer PreBhefe wurde die lebende Hefe 
in die heiBe Suppe eingeriihrt und durch einige Minuten gekocht. war daher 
also ganz sicher abgetétet. Trotzdem war die Ausnutzung dieser Hefe 
ebenso gering wie in den Versuchen von Schill, welcher lebende PreBhefe 
vertitterte. 

Die Vorstellung, welche man friiher von der Verdauung der cellulose- 
haltigen Pflanzenzellen hatte, wonach diese durch die Erhitzung beim 
Kochvorgang platzen sollen und dadurch erst der Zellinhalt den Ver- 
dauungsfermenten zugénglich gemacht werde, ist nach den Unter- 
suchungen von J. Strasburger, Heupke! u.a. nicht zutreffend. Diese 
Versuche tiber die Verdauung von Pflanzenzellen zeigten, daB dic 
Zellen beim Kochen nicht gedffnet werden. Wohl sind die in der 
Cellulosehiille eingeschlossenen Nahrstoffe nicht imstande, durch die 
Zellwand zu diffundieren, doch haben die genannten Autoren in zahl- 
reichen Versuchen nachgewiesen, da} die Verdauungsfermente durch 
die Zellwand diffundieren, die Nahrstoffe, und zwar sowohl Starke, 
EKiweiB und Fett angreifen und dadurch in wasserlésliche, diffundierende 
Verbindungen aufspalten. Die Verdauung des Inhalts der Pflanzen- 
zellen geht also auf diese Weise bei erhaltener Zellhaut vor sich. 

Bei der Zubereitung unserer Hefemahlzeiten wurde die Hefe 
zwar abgetétet, die Zellhaut aber tatsaichlich, wie die mikroskopische 
Untersuchung zeigte, nicht zerstért, so daB dadurch die Uberein- 
stimmung in der ziemlich geringen Ausnutzung bei unseren Versuchen 
mit frischer PreBhefe und bei den Versuchen von Schill mit lebender 
Hefe bedingt sein diirfte. Da} nun die Trockenhefe sowohl in unseren 
Versuchen als auch in den Untersuchungen anderer Autoren so betracht- 
lich besser ausgenutzt wird als die frische Hefe, diirfte wohl dadurch 
zu erklaren sein, daB beim Trockenvorgang die Zellhaut stark an- 
gegriffen wird. Wie schon friiher erwahnt, wurde das von uns unter- 
suchte Trockenhefepraparat in der Weise gewonnen, daB die lebende, 
wasserreiche Hefe durch plétzliches Erhitzen auf iiber 100° binnen 
weniger Sekunden fast ihr gesamtes Wasser abgibt. Da es bei diesem 
Vorgang zu einer Schadigung der Zellhaut und dadurch zu einer er- 
hohten Permeabilitat derselben kommt, ist wahrscheinlich. Wir nehmen 
an, da®B hierin die eigentliche Ursache fiir die iiberraschend hohe Aus- 


' Heupke, Arch. f. Verdauungskrankh. 49, 263. 1931; Miinch. med. 
Wochenschr. 1933, Nr. 50, S. 1969. Strasburger in Bergmann-Stachelin, 
Handb. d. inn. Med.. Bd. III, 2. Teil, 1926; Deutsche med. Wochenschr. 
1927, Nr. 40. Schon friiher hat Biedermann (Pfliigers Arch. 179, 358, 1919) 
festgestellt, daB die in den Chloroplasten liegenden Starkeeinschliisse 
unversehrter Zellen von Elodea und Vallisneria durch Speichel gelést werden 
kénnen, besonders wenn die die Starke umhiillenden EiweiBkérper vorher 
durch Trypsin gelést wurden. Vgl. ferner Noorden, Handb. d. Ernahrungs- 
lehre, Bd. I, 482, 1920. 
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nutzbarkeit der Trockenhefe liegen dirfte, da ein so hoher Grad von 
Ausnutzbarkeit sonst nur bei den tierischen Nahrungsmitteln infolge 
des Fehlens der cellulosehaltigen Zellmembran bekannt ist. Die Trocken- 
hefe scheint auch nicht zum Unterschied von anderer Pflanzen- 
nahrung — auf die Absonderung von Sekretstickstoff durch den Darm 
steigernd zu wirken, wodurch ebenfalls die hohe Ausnutzbarkeit der 
Trockenhefe, welche an die der tierischen Nahrungsmittel heranreicht, 
bedingt sein diirfte. 
Zusammenfassung. 

1. Frische, durch Kochen abgetétete PreBhefe (Backerhefe) wurde 
im menschlichen Organismus verhaltnismaBig gering ausgenutzt, 
und zwar der Stickstoff zu 47,7 bis 57.8%, im Mittel zu 52,5°,, die 
Kalorien zu 33,6 bis 43,6°,, im Mittel zu 37,1°. Es besteht kein 
wesentlicher Unterschied in der Verwertbarkeit der lebenden Hefe 
(nach Schill) und der abgetéteten Frischhefe. 

2. Im Gegensatz hierzu wurde Trockenhefe bedeutend besser 
ausgenutzt. Der Stickstoff wurde zu 86,4 bis 94,4°,, im Mittel zu 
90.4%, und die Kalorien zu 85,7 bis 92,4°, im Mittel zu 89,05°,, 
resorbiert. 

3. Die gute Verwertbarkeit der Trockenhefe, welche nicht geringer 
ist als die der tierischen Nahrungsmittel, im Gegensatz zu der geringeren 
der Frischhefe, diirfte durch eine Verdinderung der Zellhaut beim 


Trockenvorgang bedingt sein. 














Uber Polysaccharoproteide. 
Il. Teil: 
Verbindungen mit denaturierten Proteinen. 
Von 
St. J. von Przyjecki und R. Majmin. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Warschau. 


(Eingegangen am 30, Mdrz 1954.) 


Es wurden Versuche tuber die Adsorption von Starke und Dex- 
trinen auf gut gereinigtem Ovalbumin, Serumalbumin, Serumglobulin 
und Ovoglobulin, sowie auf gemischten Proteinsuspensionen (Ovo- 
globulin mit Albumin) ausgefiihrt. Der EinfluB der Salze, des px und 
der Koagulationsart wurden verfolgt. 


Methodik. 


Als Albumine wurden Ovalbumin oder Serumalbumin Merck, die durch 
acht- bis zwélftagige Dialyse bei Toluolanwesenheit von Globulinen befreit 
wurden, angewandt. Die Globuline wurden entweder durch Ausfallung mit 
(NH,4)o8O, oder durch Dialyse des Eiklars oder des Serums erhalten. 
Als Mischungen von Ovalbumin -- Globulin wurden entweder Mercks 
..Ovalbumin* oder das Eiklar angewandt. Die Koagulation der Mischungen 
erfolgte sowohl durch Erhitzen, Alkohol- oder Acetonzusatz, wie durch 
Trocknung der Praparate. Die gelésten Proteine, auBer Globulinen, wurden 
bei verschiedenem py bei Salzanwesenheit koaguliert. Die Salze wurden 
entweder durch Auswaschen entfernt, oder die Systeme wurden in Salz- 
anwesenheit fiir die Untersuchungen gebraucht. Eine bestimmte Menge 
der Suspension wurde 40 ccm einer 0,3- bis 0,6 ° igen Polysaccharidlésung 
zugesetzt, 2 bis 3 Stunden geschiittelt, filtriert und die in Lésung gebliebene 
Polysaccharide nach Pfliger bestimmt. Gleichzeitig wurden zwei Kontrollen 
(proteinfreie Kohlenhydratlésung und Proteinsuspension) durchgefiihrt. 
Die in den Tabellen angegebenen Zahlen sind Mittelwerte aus drei bis fiintf 
Parallelversuchen. 


Andere Einzelheiten in den Arbeiten von v. Przylecki und Grynberq?. 


Experimenteller Teil. 
1. Adsorption auf Albuminsuspensionen. 


1g Ovalbumin Merck oder Serumalbumin Merck oder im Institut 
bereitetes Serumalbumin wurden gut dialysiert. Ein Teil davon wurde in 
einer Na.SO,-Lésung bei pu 3 koaguliert und dann Starke oder Dextrin 
ohne oder nach gutem Waschen mit H,O (px 3 durch HCI-Zusatz) zugefiigt. 
Im ersten Falle wurden sowoh! Dextrine wie Starke nicht adsorbiert. In 
dem zweiten erfolgte eine Adsorption von Starke (60°,), nicht aber von 


1 Diese Zeitschr. 248, 16. 1932; 251, 248, 1932; 256, 75, 1932. 
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Dextrin (Tabelle I). Bei pu 5,6 und 7 konnte Adsorption weder in An- 
wesenheit noch in Abwesenheit von CaCl, oder NaCl nachgewiesen werden. 
Die geringen Unterschiede der verschiedenen Zahlen liegen in den Fehler- 
yrenzen der Methodik (maximal 3 °,,). 


Tabelle I. 


Adsorption von Starke oder Dextrin auf Ovalbuminsuspen- 
sionen in Prozenten der anwesenden Polysaccharide. 





Pu Stirke Dextrin | Py Stirke Dextrin 
3 Ohne Na, SO, 60 0 7 Ohne CaCl, 0—2 0—2 

Mit 1% NagS0, 0 0 Mit 1% CaCl, 0—8* 0—3 
5,1 Ohne Salz 0—4 0—2 


* Der Mittelwert betrug 1,5. 8°) wurden nur in einem Fall erhalten. 


Ganz ahnliche Resultate wurden mit Serumalbumin erhalten. 


2. Adsorption auf Globulinsuspensionen., 


1 g Ovo- oder Serumglobulin, das in 1°) CaCl, oder NagS O, koaguliert 
worden war, wurde mit 40 eem einer 0,5- bis 1°, igen Starke- oder Dextrin- 
lésung 2 Stunden geschiittelt. Das px der Systeme betrug 3,6 oder 7. 

In allen Lésungen war eine starke Kohlenhydratadsorption nach- 
zuweisen (Tabelle []). Die Adsorption hangt von der Anwesenheit der Salze 
ab. Bei px 3 erniedrigen sie die Adsorptionsfahigkeit der Starke um etwa 
40°). Nur in 


' 
Salzanwesenheit Tabelle II. 





kommt aber eine Adsorption auf Globulin. 
Adsorption von ; ee nae 
Dext rinen zu- Ovogiobulin serumgiobulin 
: PH eee ey) Tess 
stande. Bei pu 6 Stirke Dextrin | Stiirke Dextrin 
begiinstigen sie 
bs | 

stark die Adsorp- 3 Ohne NaCl 99 0 53 | O 
tion, und zwar in Mit 1% NaCl 17 12 33 30 
sjner °’ lige . ge . - 
pe Lee l ene 6,1 Ohne CaCl, 8 — 17 — 
Ca 2-Lésung wir mit 1% CaCl, 91 ids 30 
die adsorbierte _ Cintas diate 0 0 , 0 
Menge der Poly- ‘ ery Peary ss . 
ae A gal Mit 1% CaCl, 12,5*—28** 12-16 33 | 26 
162% gréBer als » 1% NaCl 4—16 | 3-12) - 

eh: E * Koaguliert ohne CaCl,. — ** Koaguliert mit CaCl». 


in der mit H,O ge- 

waschenen Globulinsuspension. Bei py 7 kommt ohne Salze tiberhaupt 
keine Adsorption zustande. In einer 1°, igen NaCl-Lésung werden nur 
geringe Mengen adsorbiert. In einer 1 °,igen CaCl,-Lésung ist die Ad- 
sorption ziemlich groB, 14 bis 30°,. Einen groBen EinfluB auf die Adsorbier- 
barkeit iibt die Art der Koagulation aus. Wenn die Globuline in einer 
1°, igen CaCl,-Lésung denaturiert waren, betrug die adsorbierte Menge der 
Starke etwa 28°,. Wenn dasselbe Praéparat bei px 6 ohne Salze koaguliert 
und auf 100° erhitzt war, dann wurden nur 12 bis 15°, der Starke adsorbiert. 


3. Adsorption auf Eiweifhmischungen. 


a) Mercks Albumin beim I. P. koaguliert. Eine 3°, ige, wasserige, 
von Globulinen durch 24stiindiges Stehen nur teilweise befreite Ovalbumin- 
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lésung (20 cem) wurde wie gewohnlich bei py 5 durch Erhitzen (5 Minuten 
koaguliert, dreimal mit einem vierfachen Wasservolumen gewaschen und 
in destilliertem Wasser als ein 3 °,iges Gel suspendiert. 

20 ccm einer solehen Suspension wurden durch HCl oder NaOH aui 
pa 3 oder 7 gebracht und 20 cem einer 0,5°,igen Dextrinlésung zugesetzt. 
Es konnte fast keine Bindung bei allen untersuchten pH nachgewiesen 
werden. Die Abweichungen betrugen bei pu 3 1 bis 3°,, bei pu 7 waren 
sie kleiner als 1. Wenn anstatt des Dextrins 20 cem einer 0,5 °,igen Starke 
lésung zugesetzt waren, erfolgte eine Adsorption von 40°, anwesende1 
Polysaccharide bei px 3, bei pu 7 konnte keine Adsorption nachgewiesen 
werden. Nur P-haltige Polysaccharide, und zwar unterhalb des I, P. des 
Proteins, treten mit ihm in Bindung (Tabelle I11). 


Tabelle LILI. 


EiweiBmischungen. Mercks ,,Ovalbumin* 








Adsorbierte Adsorbierte 

Bereitungsart PH Menge is "lo Bereitungsart pu Menge boa lo 
Stirke Dextrin Starke Dextrir 

Bei vu 5 | 3 40 0-3] Bei Pu 5 in 3°, ige { 3 27—40 3 
: Pu 9 f 0—2 +0-1 NaC] koaguliert | 7 0 0-1 
koaguliert | = 0-1 | 0—1 = 
Koaguliert bei py, 3 { 3 40 0—2 

Bei Pu 6,1 in NaCl \ 7 0 0—1 

koaguliert 6,1 25 - Koaguliert bei pg 7 { 3 20 0 

Bei pa 5 in NaCl | 7 0 0 

koaguliert 6.1 0 — 


b) Koagulation bei py 6,1. Ovalbumin wurde bei pu 6,1 ohne HCI- 
Zugabe koaguliert. Das so koagulierte Prdparat adsorbierte 25°, der an- 
wesenden Starke bei py 6,1. In einem gleichzeitigen Versuch wurde die Lésung 
auf pu 5 gebracht, koaguliert und dann NaOH zugesetzt, um pu 6,1 zu 
erhalten. Das Prdparat gab keine Bindung mit Starke mehr (Tabelle III). 

c) Einflug der Salze. Das EKiweiB wurde in Salzanwesenheit (3°, NaCl) 
koaguliert und dann die Salze durch Auswaschen entfernt. Es konnte kein 
groBerer Unterschied in der Bindungsfahigkeit mnachgewiesen werden. 

d) EinjluB der Koagulation bet py 3 oder 7 bei Salzanwesenheit. Eine 
Portion von Ovalbumin in 3°, NaCl gelést, wurde auf pu 3, die andere 
auf pu 7 gebracht. Beide Proben wurden durch Erhitzen koaguliert und 
durch HCl oder NaOH auf 3 und 7 gebracht. Das bei pu 3 koagulierte 
und bei demselben py mit Starke geschiittelte Priparat adsorbierte 40°, 
des anwesenden Polysaccharids. Bei px 7 war keine Adsorption vorhanden. 
Das bei pu 7 koagulierte adsorbierte bei py 3—20°,, bei po 7—0° . 

Alle diese Versuche zeigen, daB das von uns jetzt untersuchte Ovalbumin 
Merck sich ganz anders gegen Polysaccharide verhalt als das in dem 
VI. Teil beschriebene?- 

4, Versuche mit Eiereiweifi. 


a) Unsere vor 3 Jahren publizierten Versuche? mit Eiereiweif wiesen 
eine groBe Bindungsfahigkeit dieser Stoffe mit Starke nach. Das EiweiS 


! Diese Zeitschr. 248, 16, 1932. — * +. Przytecki u. R. Majmin, diese 
Zeitschr. 240, 98, 1931. 
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wurde bei seinem Ausgangs-pxH (etwa 8} nach zwei- bis vierfachem Verdtinnen 
koaguliert, das Koagulat mit Wasser, Alkohol oder Aceton stark geschiittelt 
und gewaschen. 20cem des koagulierten Proteins wurden mit 100 cem 
Polysaccharidlésung stark geschiittelt und die adsorbierte Menge bestimmt. 

Ahnliche Versuche wurden mit Eiereiwei®, das mit einer 3°, igen NaCl- 
Lésung verdiinnt war, ausgefiihrt (Tabelle IV). 


Tabelle LV. 





Fiklar. 

Nr Bereitungsart Pu Stirke Dextrin 
1 Bei py 8 koaguliert . : s 67 43 
2 » Pu S mit Wasser gewaschen 8 57 — 
3 » Pu 8 ,  Alkohol - rene 7 60 
4 » po 8 , Aceton = ; pe Aa See 7 70 
5 » Po 8 , 3°, Nacl koaguliert 8 43 
6 Durch Alkohol ausgefallt und getrocknet 7 0 0 
7 Durch Alkohol ausgefillt und in Wasser suspendiert f 77 
8 In Aceton ausgefallt und getrocknet a ata a cet Ae 6 0 
9 Im Thermostaten getrocknet in Wasser suspendiert . 8 17 — 
10 Wie 9, in Wasser bei 100° koaguliert . 8 66 -- 


b) Koagulation mit Alkohol oder Aceton. Das fiinffach mit Wasser 
verdiinnte EiereiweiB wurde durch wasserentziehende Mittel koaguliert 
(mit zehnfacher Menge), das Koagulat getrocknet und in Wasser (px 7) 
suspendiert. Das durch Alkohol koagulierte EiweiB gab keine Adsorption 
mehr, dasjenige mit Aceton nur eine von 6°,. Dasselbe EiweiB8, das durch 
Alkohol koaguliert, aber nicht getrocknet, sondern mit Wasser gewaschen 


wr 0 


war, adsorbierte 77°, Starke bei pu 7. Auch Dextrine wurden adsorbiert. 

ec) Eintlu8 der Austrocknung und Koagulation. FEiklar von 10 Eiern 
wurde im Thermostaten getrocknet. Ein Teil davon wurde ohne Koagulation 
auf seine Bindungsfahigkeit untersucht. Nur 17°, der anwesenden Starke 
wurden adsorbiert. Wenn aber das getrocknete EiweiB in Wasser suspendiert 
und erhitzt war, dann wurden 66°, der Starke und 0°, der Dextrine 
adsorbiert. 

d) Adsorption durch Ovalbumin aus Eiklar. Das Ovalbumin aus 
Kiklar wurde durch zehnfaches Verdiinnen von Globulinen befreit und 
dialysiert. Die Lésung wurde abfiltriert und koaguliert. Die Suspension 
adsorbierte nur Starke und ausschlieBlich unterhalb des I. P. des Proteins. 
Ohne Dialyse adsorbierte das ,,Ovalbumin*® 74°, einer 0,5°, igen Starke 
bei pu 7. 

Besprechungen und Zusammenfassung. 


Ll. Auf Albuminsuspensionen, die ganz von Globulinen fret sind, 
wird nur Starke und zwar bei py unterhalb des 1. P. in nennenswerten 
Mengen adsorbiert. Die Salze verhindern die Adsorptionsfahigkeit, be- 
sonders diejenigen mit zwei- oder dreiwertigen Anionen. Die Adsorption 
von Dextrinen iiberhaupt und der Starke oberhalb des I. P. liegt fast 
innerhalb der Fehlergrenzen. Es hat den Anschein, als ob die Albumin 
nur salzartige Bindungen mit den phosphorhaltigen Kohlenhydraten 
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ecngehen kénnen (von Hexosephosphorséure an). Die durch v. Przyleck: 
und Grynberg! beschriebene Adsorption von Dextrinen auf Ovalbumin 
war wahrscheinlich durch das noch anwesende Globulin hervorgerufen 

2. Die Globuline adsorbieren, in Cbereinstimmung mit den durch 
Bartuszek? erhaltenen Resultaten, sowohl Dextrine, Glykogen und Starke. 
Bet pu <— der I. P. wird die Adsorption der Starke durch Salze vermindert. 
Ohne Salze erfolgt keine Adsorption von Dextrinen. Oberhalb des I. P 
ist keine Adsorption bei Salzabwesenheit médglich (bei pu 7). Nur bei 
Salzanwesenheit werden die Polysaccharide in diesem py-Gebiet ad- 
sorbiert. CaCl, und MgCl, wirken viel starker als NaCl oder KC! 

Die Globuline binden sich sowohl an P-haltige wie P-freie Poly 
saccharide. Die Bindung ist somit zweifacher Art. Salzartig bei Stark 
bei pu unterhalb des I. P., dagegen ganz anderer Natur bei Dextrinen und 
Starke bet py oberhalb des I. P. Diese Annahme wird durch die Vis 
kositatsbestimmungen von Andrejewski bestatigt. Die nicht salzartiy: 
Bindung ist wahrscheinlich eine koordinative. Es ist méglich, daB dic 
P-haltigen Kohlenhydrate unterhalb des I. P. in zweierlei Bindung 
mit Globulinen treten kénnen. Diese Bindung ist auch oberhalb des 
I. P. teilweise moéglich, wenn das Protein entladen oder durch Salze 
positiv geladen wird (Kruyt). 

3. Kine Ovalbuminsuspension, die Globuline enthalt, kann in Ab- 
hingigkeit von der Bereitungstechnik (Trocknung, Koagulationsart) 
thre Fdhigkeit mit Polysacchariden in Bindung zu treten, mehr oder 
weniger verlieren. Sowohl das ,,Ovalbumin‘’* Merck wie Eiereiweil} 
konnen ihre Eigenschaften mit Dextrinen iiberhaupt und mit Starke 
oberhalb des I. P. in Verbindung zu treten, verlieren. Sie adsorbieren 
aber immer unterhalb des I. P. bei Salzabwesenheit Starke. 

Diese groBe Differenz ist ein neuer Beleg fiir eine andere Bindungs- 
art der Starke unterhalb des I. P. und der Dextrine iiberhaupt, sowie 
der Starke oberhalb des I. P. 

Die durch Nebenvalenzkrafte zustandekommende Bindung_ ist 
stark von der Bereitungsart der Proteine abhangig. Diese Erscheinung 
kann nicht durch die Unterschiede im Lipoidgehalt erklart werden, 
da die Bindung Staérke— Protein und besonders Dextrin——-Protein auch 
mit Gelatine oder Pepton zustande kommt. Dafiir spricht auch, dab 
durch Auswaschen mit Alkohol oder Aceton keine Bindungsverminderung 
erfolgt. Die erhaltenen Resultate sprechen aber fiir einen groBen Einflub 
der Koagulationsart und iiberhaupt der Art der Suspensionsbildung 
auf das Bindungsvermégen. 

Dieser EinfluB kann durch verschiedene Momente hervorgerufen 
werden: 1. durch die Oberflichenentwicklung, 2. durch die Hydra- 


1 Diese Zeitschr. 248, 16, 1932. — 2 8S. Bartuszek, ebenda 253, 279, 1932. 
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tation und 3. durch einen verschiedenen chemischen Bau der Ober- 
flachen. Die Bindung Eiweif—-Starke bei py 7 bis 8 kann a) durch 
Salzanwesenheit bei der Koagulation stark vermindert werden (von 
67 auf 43%). 

b) Einen groben EinfluB8 iibt die Trocknung aus. Durch Alkohol 
oder Aceton koaguliertes oder getrocknetes Protein gibt keine Bindung. 
Dasselbe Praparat, ohne vorherige Austrocknung mit Wasser gewaschen, 
gibt eine starke Bindung. 

c) Auch das ohne Alkoholwirkung im Thermostaten getrocknete 
KiereiweiB in Wasser suspendiert gibt eine sehr kleine Bindung. Dasselbe 
Praparat im Wasser gekocht adsorbiert stark. 

Die voéllige Bindungsunfahigkeit der getrockneten Proteine kann 
nicht durch eine geringe Oberflaichenentwicklung erklart werden. 
Die mikroskopische Untersuchung zeigt eine schwammige Gestalt 
der Suspension. 

Das Trocknen der Proteinpriparate kann auch einen anderen 
Effekt hervorrufen. Die EiweiBmicellen, die durch das Lésungsmittel 
mehr oder weniger imbibiert sind, werden sich beim Trocknen durch 
Kohasion zusammenballen und durch neue Gruppen binden. Besonders 
stark tritt aber der EinfluB des px, bei dem die Koagulation zustande 
kommt, hervor. 

Alle besprochenen Erscheinungen sprechen fiir einen sehr verschiedenen 
Bau der Oberflachen der in verschtedencr Weise koaqulierten Proteine. 
Die verschiedene Ladung und Hydratation, somit auch die Gestalt 
der Proteinmicellen im Moment der Koagulation, ist dafiir verantwortlich. 
Besonders die koordinativen Bindungen, die durch Nebenvalenzkrifte 
zustande kommen, sind davon abhangig. 

Bei Proteinmischungen wird auBerdem in Abhdngigkeit von der 
Koagulationsart die Oberflache aus Micellen verschiedener Proteine 
gebildet. So kénnen in Mischungen von Albumin und Globulin Koagulate 
mit Oberflachen, die ausschlieBlich aus Ovalbumin, sowie solche, die 
aus Albumin und Globulin gebildet sind, entstehen. Im ersten Fall 
verhalten sich solche Suspensionen wie Albuminkoagulate, im zweiten 
ahneln sie in vielen Eigenschaften den Suspensionen der Globuline. 











Uber die Adsorption von Polysacchariden an Fett 
und Lipoidoberflichen. 
Von 
St. J. von Praytecki und R. Majmin. 


(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Warschau. 


(Eingegangen am 38, April 1934.) 


In vielen Cytoplasmen ist als wichtiger und stetiger Bestandteil 
der eine besondere Phase bildet. das Fett anwesend. Es bildet ent- 
weder freie Kugeln oder viel 6fters ist es mit sogenannten Lipoidex 
vermischt. Durch Frl. Horowicz! wurde eine starke Adsorption von 
Starke auf Olivenél nachgewiesen. 

In dieser Arbeit wollen wir die Ergebnisse unserer Versuche tibet 
die Adsorption von Glykogen und Dextrin auf Oltropfen unter mehr 
biologischen Bedingungen, und zwar in Ringerlésung bei py 7,3 bis 7.5 
und bei Globulinanwesenheit, untersuchen.  Gleichzeitig wurde die 
Adsorption bei verschiedenen py (3,5 und 9) ohne Protein- und Salz- 
anwesenheit untersucht. Auch wurde die Adsorption auf Lecithin 
enthaltende Oltropfen, sowie auf Cholesterin-, Paraffin- und Stearin- 
sauresuspensionen bestimmt. 

Methodik. 


LOO cem einer 0,5- oder L°oigen Dextrin- oder Glykogenlésung in 
Ringerl6sung oder in H,O, die durch HCl oder NaOH aut pu 3,5 oder 9 
gebracht waren, wurden mit 10 cem Olivenél 2 Stunden stark geschiittelt 
(100 Touren pro Minute), dann in Scheidetrichter gebracht und nach 2 bis 
20 Stunden durch Berekefeld- oder Papierfilter filtriert. (Cleichzeitig wurden 
analoge Versuche mit Ol, das 1°, Lecithin (Merck) enthielt. oder mit 
Polysaccharidlésungen, die 0,05 bis 0,5°, Globulin enthielten, ausgefiihrt. 
Im Filtrat wurde das Polysaccharid nach Pfliger, der Globulin-N nach 
Parnas-Wagner bestimmt. Als Kontrolle dienten gleichzeitig ohne Ol 
geschiittelte proteinfreie oder eiweiBenthaltende Polysaccharidlésungen. 
px wurde potentiometrisch bestimmt. Die Methodik der Versuche mit 
festen Oberflachen ist im experimentellen Teil angegeben. Die Zahlen 
sind Mittelwerte aus vier bis sechs Versuchen. 


Experimenteller Teil. 
I. Adsorption auf Fettkugeln. 

Es wurden nur Versuche mit Glykogen ausgefiihrt und zwar bei pu 1, 
3.5. 7 und 9. In allen Fallen wurde die Adsorption nach Filtrieren durch 
Berckefeld-Filter bestimmt. Die erhaltenen Resultate (Tabelle 1) zeigen, 
daB das Glykogen bei jedem angewandten px stark auf dem Olivendél ad- 


' Z. Horowicz, diese Zeitschr. 257, 344. 1933. 
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-orbiert wird. Die adsorbierte Menge ist in saurem Milieu wm so gréBer, 
je mehr das System sich dem Neutralpunkt nahert. Bei alkalischem pu 
wurde ein groBer Adsorptionsanstieg beobachtet. 

Das Ergebnis unterscheidet sich von dem, das durch Horowie2 
mit Starke erhalten wurde. Der Unterschied legt wahrscheinlich in der 
Denaturierung der Starke 
in Sauren, die eine groBe Tabelle I. 

Vermehrung der aus der 
Lésung verschwindenden 
Starkemenge hervorrutt. 
Das viel stabilere Gly- 


Adsorbiertes Glykogen in Prozent det 
Ausgangslésung. 





% Pu 2 3 5 7 4 
kogen unterliegt, obwohl . 
es durch Sauren entladen = Olivendl . . . 41 42 48.8 59,6 86 
wird. keinen gr6Beren Dis- Ol + Lecithin . 59 | 52,8 | 52,3 | 85,8 | 77,3 


persionsinderungen. 

Eine groBe Verstarkung der Adsorption wurde durch Lecithin hervor 
gerufen. Dies wurde in einem groBen pxy-Bereich beobachtet. Noch bei 
pu 7 wird auf Olivendl ohne Lecithin etwa 60, mit Lecithin 85,8 °,, adsorbiert. 
In alkalischen Lésungen bei px 9.0 bis 9,5 wird aber im Gegenteil eine 
Verminderung der Adsorption durch Lecithin hervorgerufen. In sauren 
Lésungen kénnte die Verstarkung der Adsorption durch Lecithin durch eine 
heteropolare Reaktion zwischen PO,-lonen des Glykogens und Kationen 
des Lecithins erklart werden. Bei pu 7 ist zwar das Lecithin als ganzes 
stark negativ geladen, seine — NOH-Gruppen bleiben jedoch dissoziiert. 
Wir k6nnen uns deswegen den EinfluB des Lecithins bei px 1 bis 7 folgender- 
weise erkliren. Die Oberflache des Ols + Lecithins ist mosaikartig gebaut. 
sie besteht aus Fett und Lecithingruppen. Die Adsorption auf Lecithin- 
stellen ist dank der Austauschadsorption stirker als auf Fettgruppen. 
Gleichzeitig aber kénnte noch die gr6éBere Oberflachenentwicklung der 
Lecithin enthaltenden Fettkugeln als adsorptionsverstarkender Fakto1 
hinzutreten. Bei px 9, wo die Dissoziation der kationischen Gruppen 
des Lecithins sehr gering ist, und wo es stark negativ geladen ist. 
wirkt es auf die Adsorption des Glykogens hemmend. 


II. Systeme mit Glykogen in Ringerlésung. 


In der Mehrzahl der Falle wurde die Adsorption gleichzeitig in zwei- 
facher Weise bestimmt. Nach dem Schitteln wurden die Systeme 
2 bis 6 Stunden lang in den Scheidetrichtern stehengelassen und ent weder 
durch ein gewodhnliches Faltenfilter oder durch Berckefeld-Filter filtriert. 
Die erste Filtrierungsart trennt besonders bei lecithinenthaltendem Ol 
und in Globulinanwesenheit die Phasen Ol und wasserige Lésung nur teil 
weise. Wir arbeiteten mit vier Glykogenpraparaten, von denen zwei im 
Institut nach Rona oder Pfligcer bereitet waren. Die zwei anderen waren 
Mercks Praparate. 

Die erhaltenen Resultate (Tabelle [1) zeigen, daB die Salze sehr stark 
die Adsorption von Glykogen auf reinem Ol vermindern. Es werden bei 
fx 3.und 7 nur 6 und 8°, adsorbiert. Das Lecithin verstarkt die Adsorbier- 
barkeit, besonders bei pu 7, wo 42°, des anwesenden Glykogens adsorbiert 
werden. Noch gr6Ber wird die Adsorption bei gleichzeitiger Lecithin- und 
Globulinanwesenheit, wo mehr als 85°, des anwesenden Glykogens auf der 
Phasengrenze angesammelt wird. Verschiedene Merck-Praparate gaben 
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Tabelle LT. 


Systeme in Ringerlésung. 





pr 3 Pu? 
Glykogen System I II Ill 





| ae Buegh fase 03 6 3 | 23 2 16 7 | 36 
Ol+ L ecithin “Slt od 2 mare 15 | 22 386 | 12) 58 | — ; 61 
: Ol + Globulinlésung . . 16 | 37 9 42 — 357 
_— Ol + Lecithin + Globulin- 
losung . . 40 8 20 73: — = 89 
Ol + Lecithin +4 ‘Glot valin- 
suspension . . . 40 
te fe eee oe 14 9 24 
Ol + Lecithin . Pariah sia 14 | 33 | 44 
Ol+ Globulinlésung . . — 14 46 44 
Von Merck Ol + Lecithin + Globulin- 
losung . . 14 29. 56 61 
Ol + Lecithin + Giobetin- 
mpeninn ys 30 29 


F. = Faltenfilter, B. = Bercke feldfilter. 


sehr variierende Adsorptionseffekte. Das eine von ihnen zeigte eine sehr 


geringe Adsorbierbarkeit (14 °.), das andere gab viel ahnlichere Resultate mit 
denjenigen, die mit dem im Institut bereiteten Glykogen erhalten wurden. 

Der Einflu8 der Globuline ist von ihrer Konzentration bei 0,05- und 
0,5°,iger Lésung unabhiangig. Bei héheren Konzentrationen haben wir 
aber eine Verminderung der Adsorption des Glykogens zu verzeichnen. 

Wenn anstatt einer Globulinlésung eine Suspension zugesetzt wird, 
erfolgt eine Verminderung der Adsorption von Glykogen von 65 auf 40° 
bei unserem Glykogenpraéparat und von 58 auf 30°, beim Werck-Glykogen. 
Die Adsorption von Globulin auf den Fetttropfen wurde bei pu 7 nach- 
gewiesen (Tabelle IL1). Bei lecithinenthaltenden Fettkugeln ist die CGlobulin- 
adsorption geringer. Auch das Glykogen vermindert: sie. 


Tabelle IIL. 


Adsorption von Globulin bei px 7. 





Adsorbierte Adsorbierte 
System Menge System Menge 
0) 0 
i id 0 
Ol+ Globulin. . . 30—39 Ol + Glykogen + Globulin 22—30 


Ol + Lecithin + G lobulin 10—12 Ol + Lecithin + Glykogen 
+- Globulin... %. + % 5— 9 


III. Systeme mit Deatrin. 

Auch dieses phosphorfreie hemikolloidale Polysaccharid unterliegt 
einer starken Adsorption auf der Fettoberfliche, besonders wenn sie Lecithin 
enthalten. In den Fallen, wo das System auBerdem noch Globulinsol ent- 
halt, ist die Adsorption noch gréBer. Die CGlobulinsuspension vermindert 
etwas die adsorbierte Menge des Dextrins (Tabelle IV). 
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Tabelle LV. 


Dextrinadsorption py7. Systeme in Ringerlésung. 








Adsorbierte Adsorbierte 
System Menge in %/o _ System _Menge ere | 
B. | F. B. | F 
GEN Ne ee as oa 12 2 Ol + Globulinsuspension 8 2 
Ol + Lecithin. .... 5 40 01+ Lecithin+Globulin- 
suspension eae 42 45 


IV. Adsorption auf festen Oberfldchen. 

0,2 g Glykogen oder Dextrin wurden kraftig mit 1 g Paraffin, Cholesterin 
oder Stearinséure im Morser zerrieben und quantitativ in Kolben gebracht, 
mit 100 cem H,O oder n/1000 HCl oder NaOH. bei 20° 1 Stunde geschiittelt, 
dann filtriert. Dieselben Manipulationen wurden mit der Kontrolle (0.2 g 
Glvkogen) ausgefiihrt. Es konnte keine Adsorption nachgewiesen werden. 
Die erhaltenen Zahlen waren iiberall gleich (Tabelle V). Gleichzeitig wurde 
die Adsorption auf neu entwickelter Oberfliche untersucht. Zu 100 cem 
einer 0,2°,igen Dextrinlésung wurden je 20cem reines Aceton oder 1% 
Cholesterin- oder 1°, Stearinlésung in Aceton oder 1°, Paraffin in Ligroin 
gesetzt. Im ersten Fall (mit reinem Aceton) entstand keine Ausfallung; 
das Filtrat enthielt die theoretische Menge Dextrine. In den anderen 
Systemen entstand ein Niederschlag; im Fall von Paraffin, nach dem 
Verdampfen von Ligroin. Auf der Starinsiiure waren -+-1,4°, ad- 
sorbiert, auf dem Paraffin 1 bis 2°, auf dem Cholesterin fast dasselbe. 
In alkalischer Lésung ist mit Stearinsiure eine scheinbar negative Ad- 
sorption beobachtet worden (Tabelle V). 


Tabelle V. 


Milligramm Glucose gefunden in der Lésung. 





K Dextrin + Stearinsdure Dextrin Dextrin 
System ; silo Eierice ene Pestana ; + Cholesterin|} + Paraffin 
mom Ts H,O inHCl inNaOH Pua 7 | Py 7 und 3 
Neu entwickelte Oberflache 9,7 9,4 9.4 10,0 9,9 9,7 
Im Morser zerrieben 9,1 || 9,25 9,3 9,3 


Ahnliche Versuche. die mit Glykogen ausgefiihrt waren, zeigten, daB 
auch hier bei px 7,5 keine oder fast keine Adsorption auf Paraffin, Stearin- 
siure oder Cholesterin stattfindet (Tabelle VI). Dies betrifft sowohl den 
Fall der Adsorption auf gepulverten Stoffen, wie auf denjenigen, die als 
Aceton- oder Ligroinlésung zugesetzt waren. Wir fanden sogar eine Er- 
scheinung, die als eine scheinbar negative Adsorption aufgefaBt werden 
kann. Dies ist besonders beim Cholesterin sichtbar. Die Versuche mit 
Cholesterinsuspension in Ringerlésung bei px 7,3 zeigen, daB zwischen 
Cholesterin und Glykogen keine Affinitéten vorhanden sind. Somit ist die 
schon durch Truszkowski! nachgewiesene Adsorptionsunfihigkeit von 
Glykogen auf Cholesterin bestatigt. 


1 R. Truszkowski, Biochem. J. 22, 1928. 
Biochemische Zeitschrift Band 271. 12 
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Tabelle VI. 


Glykogenadsorpt ion pu 7,5. 





Glucose Glueose 





mg mg 
Montwolle.. ... s 6 +. 5,5 Mit Cholesterin geschiittelt 5.4 
Mit Paraffin in Ligroin 5,8 » Stearinsiure " 5,5 
Stearinsaure in Aceton 5,7 Paraffin 2 5.4 
Cholesterin in Aceton . 6.1 


Besprechungen und Zusammenfassung. 


1. In Ubereinstimmung mit den histologischen Beobachtungen 
wird ein Teil des im Plasma anwesenden Glykogens auf den Fett 
kugeln adsorbiert. 

2. Die Adsorption auf reiner Fettoberfliche ist in Ringerlésung 
sehr gering. 

3. Sie wird sehr erheblich durch das im Fett geléste Lecithin 
verstarkt. Das Lecithin kann in zweifacher Weise die Adsorption 
verstarken: durch Vergr6Berung der Fettoberfliche, vor allem aber 
durch die Anderung der die Oberflache bildenden Gruppen. Es entsteht 
eine mosaikartige Oberflache, auf der die polaren Lecithinreste dic 
Affinitat der Fliche zum Glykogen sehr verstarken. 

Die Phosphorgruppen des Glykogens spielen aber hier keine Rolle. 
Dieselbe Verstérkung sehen wir bei Dextrinadsorption. 

4. Noch gréBer ist die Adsorption bei gleichzeitiger Globulin- 
und Lecithinanwesenheit. In so komplizierten Systemen kann in 
1° iger Glykogenlésungen bis 80°, des anwesenden Glykogens ad- 
sorbiert werden. 

5. Die verstarkte Adsorption des Glykogens auf den Fettkugeln 
kann bei Globulinanwesenheit auf zweierlei Art zustande kommen: 
durch die Emulgierung des Fettes und durch die Anderung der Ober- 
flache der Kugeln. 

6. Diese Annahme wird durch die beobachtete Adsorption von 
Globulinen auf den Fettkugeln gestiitzt. | Die Globulinadsorption 
wird durch Lecithin und Glykogen vermindert. Die Globuline haben. 
was in einer weiteren Arbeit nachgewiesen wird, eine groBe Affinitat 
zum Glykogen. 

7. Bei gréBeren Globulinkonzentrationen ist die Adsorption des 
Glykogens auf Fettkugeln geringer. 

8. Im System Fett —Globulin—Glykogen entstehen dreischichtige 
Filme; die innere Schicht ist aus Fett oder Fett- und Lecithingruppen 
gebaut. Die mittlere bildet das Protein (bzw. mit von Glykogen be- 
legten Stellen). Die auBere gegen die wasserige Lésung gerichtete 
ist aus Glykogen gebildet. 
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9. In Systemen Globulin—Fett—Lecithin—Glykogen  existiert 
ein Gleichgewicht zwischen folgenden Komponenten; 1. freies Gly- 
kogen, 2. freies Globulin, 3. Globulin—Fett, 4. Globulin—Glykogen 
(sogenannte Polysaccharidoproteide), 5. Lipoidphase—Glykogen und 
6. Lipoidphase —Globulin—-Glykogen, die sich folgenderweise dar- 
stellen ]aBt: 


oF 
dp wo L =< Lipoid; oan = Globulin: O = Glykogen. 


Ob mehr als drei Schichten entstehen, ist nicht nachgewiesen worden, 
obwohl es bei der groBen Verstarkung der Adsorption von Glykogen 
nicht unwahrscheinlich ist. 

10. Alle obigen Angaben beziehen sich auch auf die Dextrine, 
deren Molgewicht etwa 5000 bis 6000 ist und die keine ionisierten 
Gruppen besitzen. 

11. Das sehr ahnliche Verhalten des Glykogens und der Dextrine 
zeigt, daB die Bindung durch polare nichtionisierte Gruppen der Fett- 
Lipoide und der Polysaccharide zustande kommt. Wie gezeigt wurde, 
zeigen die Polysaccharide keine Neigung zu den apolaren Stoffen 
(Horowicz). 

12. Es wurde fast keine Adsorption auf den Grenzflachen Fest , 
Fliissig bei Anwendung von Cholesterin-, Paraffin- oder Stearinsaure 
beobachtet. 








Der Glutathion- und Ascorbinsiuregehalt der Leber 
von phosphorvergifteten Ratten. 


Von 
S. Lang und A. Sehéda. 
(Aus dem physiologischen Institut der Pazmany Péter-Universitat Budapest. ) 


(Eingegangen am 22. Mdrz 1934.) 


Nach den bisherigen Untersuchungen gilt der Phosphor als ein 
oxydationshemmendes Gift, der auch eine Anderung des normalen 
Kohlenhydratumsatzes verursacht. Da es bis jetzt noch nicht aufgeklart 
wurde, welche Phase des Oxydationsvorgangs der Phosphor _ be- 
einfluBt, diirften auch Untersuchungen iiber die Wirkung des genannten 
Giftes auf den Gehalt der Organe an Glutathion und Ascorbinsaure 
(C-Vitamin), die im Wechselspiel von Oxydoreduktionsprozessen im 
Organismus wahrscheinlich eine bedeutende Rolle spielen, nicht ohne 
Interesse sein. 


In bezug aut die biologische Bedeutung des Glutathions besteht noch 
keine volle Klarheit und Einigkeit!. In den Organen, die an der Durch- 
fiihrung der Oxydationsvorgiinge den gr6Bten Anteil haben, findet man eine 
groBe Menge des Glutathions, und zwar hauptsdchlich im reduzierten, 
viel weniger im oxydierten Zustande. Bei Bestimmung des Glutathions 
mu8 nicht nur der Gesamtbetrag, sondern auch die Menge des redu- 
zierten und oxydierten Glutathions festgestellt werden, da unter Um- 
stinden das Gesamtglutathion eines Organs ab- oder zunimmt und das 
Verhiltnis oxydiertes: reduziertes Glutathion unverindert bleibt, in 
anderen Fillen sich aber dieses Verhaltnis ohne Anderung der Gesamt- 
menge verschieben kann. 

_ Der Glutathiongehalt der Organe unter pathologischen Bedingungen 
wurde neuerdings vielfach untersucht. Auf Grund der Feststellung, dab 
in den tierischen Geweben das Glutathion ein Aktivator der katheptischen 
Enzyme ist (1), fiihrte Waldschmidt-Leitz atich die verstirkte Proteolyse 
der bésartigen Geschwiilste auf eine Anhaéufung des reduzierten Glutathions 
zurtick; diese Ansicht wurde aber in mehreren Arbeiten von Bierich (2), 
Borger (3), Maschmann (4) bestritten. Erst nach Beginn unserer Unter- 
suchungen wurden wir auf die Mitteilung von Kthnaw (5) aufmerksam. 
wonach er in Kaninchenleber wihrend Phosphorvergiftung eine Vermehrung 
des oxydierten Glutathions auf Kosten des reduzierten feststellen konnte. 
Die Rolle der Ascorbinséure in den Oxydationsvorgingen hat neuerdings 
Szent-Gyorgyi festgestellt. Huler und Martius (6) fanden in kataraktésen 
Linsen eine Abnahme nicht nur des Glutathions, sondern auch der Ascorbin- 
siure. Uber den Einflu8 der P-Vergiftung auf den Ascorbinséuregehalt 
der Organe fanden wir keine Angabe in der Literatur. 


1 Zusammenfassung der Literatur s. bei EL. Bumm, Oppenheimers 
Handb. d. Biochem. Il. Aufl., Ergainzungswerk 1, 893, 1933. 
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Wir untersuchten den Glutathion- und Ascorbinséuregehalt der 
Leber normaler und mit Phosphorél vergifteter Ratten. Dabei hatten 
wir Gelegenheit, auch die Menge des Glutathions und der Ascorbin- 
siure in der Leber bei gut ernihrten und hungernden Tieren, weiterhin 
den Ascorbinséiuregehalt der Nebenniere von  phosphorvergifteten 
Ratten feststellen zu kénnen. Es wurde auch der Kohlenhydratgehalt 
der Leber bestimmt, um eine gelegentliche Verbindung zwischen dem 
Kohlenhydrat- und dem Glutathiongehalt der Leber aufzukliren. 

Als Versuchstiere dienten weife Ratten. Die Bestimmung des Gluta- 
thions wurde nach der Methode von Ktihnau (7) ausgefiihrt; diese Methode 
erwies sich fiir die Bestimmung des reduzierten und oxydierten Glutathions 
sehr brauchbar. Der Ascorbinséiuregehalt der Organe wurde nach der 
Methode von Szent-Gydrgyi (8) festgestellt. Der Gesamtkohlenhydrat- 
gehalt der Leber wurde nach Dische und Popper (9) bestimmt. Die zum 
Versuch verwendeten weiSen Ratten wurden stets unter denselben Um- 
stainden gehalten. Sie wurden in vier Gruppen geteilt: bei der ersten Gruppe 


Tabelle I. 





Reduziertes Glutathion Oxydiertes Glutathion 

















; Gewicht Gewicht Gesamt- i 9 me 
NT. des Tieres | der Leber | Glutathion absolut pe Mar absolut Pos Baa | 
g g mg/g mg/g gehalts mgig gehalts 
1 110 _ 3,32 3,16 95,18 0,16 4,82 
2 120 5.5 2,96 2,17 73,31 0,79 26,69 
3 170 6,5 3,64 3,57 98.07 0,07 1,93 
4 325 12,2 4.50 3,39 75,33 1,11 24,67 
5 170 6,0 1,72 1,55 90,11 0,17 9,89 
6 175 5,8 3,16 3,12 98,73 0,04 1,27 
7 165 5,5 3,42 3,06 89,47 0.36 10,53 
8 210 7.9 2,54 2,51 98,82 0,03 1,18 
9 180 5.5 3,00 2,72 90,66 0,28 9,34 
Mittelwert: 3,14 2.80 89,17 0,34 10,83 
Tabelle II. 
Reduziertes Oxydiertes 
Sete “pene Glutathior Glutathion 
Nr — at Sy Gesamt- —— ~-aneceel a oamieel bear : Hunger- 
é Tieres Leber | Glutathion | apcotut Pi Mod absolut ea cas 
g g mg g mg/g gehalts mg/g gehalts 
10 || 190 5,3 3,32 3,16 95,18 0,16 4,82 3 Tage 
11 175 45 2,82 2,40 85,10 0,42 14,90 4 , 
12 150 45 3,26 2,42 74,23 0,84 26,77 15 
13 160 4.5 3,19 2,86 89,65 0,33 10,35 G..% 
14 180 5,2 2,75 2,30 83,64 0,45 16,36 1 Tag 
15 140 4,5 2,51 2,43 96,81 0,08 3,19 3 Tage 
16 130 3,8 2,44 2,20 90,16 0,24 9,84 a os 
17 140 3,9 3,31 2.41 72,80 0,90 ais 


Mittelwert: | 2,95 | 252 8542 | 043 | 14,58 
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(Tiere Nr. 1 bis 9, Tabelle 1) wurde im gut ernahrten Zustande, bei de: 
zweiten Gruppe (Tiere Nr. 10 bis 17, Tabelle L1) nach mehrtagigem Hunge: 
die Menge der oben genannten Stoffe untersucht; die dritte und viert: 
Gruppe erhielt taglich einmal aus dem in Pharmacopoea Hungarica II] 
oftiziellen Oleum phosphoratum (2 g enthalten 0,01 g Phosphor); die Tiere 
Nr. 18 bis 22 waren gut erniéhrt, wahrend die Tiere Nr. 23 bis 30 hungerten 
(Tabelle IIL). Das Phosphoré] wurde mit Olivenél zehntach verdiinnt und 


Tabelle III. 









= = = ce Reduziertes Oxydiertes 
ZS 2b. Cr Cis ESS Glutathion Glutathion 
Ne. gg) ME | oo | 8. | gee To, desl. 10% desl see 
Sa 5 - = og Ai absolut Gesamt- absolut Gesamt- 
mg g g mg/g mg/g gehalts mg/g gehalts 
18 2 0.51 125 mo 8,83 348 90,86 0,35 9,14 - 
19 3 | 0,94 120 4.5 4,04 3,04 75,24 1,00 24,76 -- 
20 4 1,36 175 9,2 3,23 2.89 89,47 0,34 10,53 — 
21 5 2,20 300 11,5 3,42 8.39 | 99,12 | 0,03 0,88 
22 | 10 4,25 220 10,0 3,40 8,12 | 91,76 || 0,28 8,24 — 
Mittelwert : 3.58 3,18 88,82 0,40 11,17 
98 || 21 0.85 185 7,0 315 | 267 84,76 0,48 © 15,24 | 3 Tag 
24 3 1,28 165 6,5 3,56 8.50 98,31 0,06 16914 , 
25 4 1,70 140 5.5 3,54 2,71 76,55 | 0838 23.45 | 5 
26 5 2,12 180 8,0 2,76 2,70 | 97,82 . 0,06 218 16 , 
o7 i 2) O86 100 3,7 2,74 | 269 | 98,18 | 0,05 1,82 || 2 
28 | 2 1,70 200 7,5 3,04 2.94 96,72 0,10 3,28 || 2 , 
29 | 8 | 1,28 120 3,6 2,80 2,68 | 95,72 | 0,12 4,28 | 3 
30 |) 4 | 2,12 150 5.5 1,95 1,81 92.82 0,14 7,18 4 


Mittelwert: 2,94 2,/1 | 92.17 | OG 7,82 


in den Rachen der Tiere getrépfelt, auf diese Weise konnten wir es leicht 
per os einfiihren. Wir wollten nicht die Wirkung einer akuten, rasch zum 
Tode fiihrenden Vergiftung beobachten: deshalb wurden die taglich ein- 
vefiihrten P-Mengen verhaltnismaiSig klein gewahlt und an nacheinander 
folgenden Tagen einverleibt. Einige Ratten erhielten nur zweimal, andere 
diei- bis fiinfmal, eine sogar zehnmal Phosphor6él. Die verabreichte P-Menge 
war genigend, um eine Lasion der Leber hervorzurufen; schon nach 
zwei Gaben waren die Zeichen der P-Vergiftung auch makroskopisch im 
Leberparenchym zu sehen; eine Veranderung bewies auch die histologische 
Untersuchung. Die vergifteten Ratten wurden erst 24 Stunden nach der 
letzten Gifteinfiihrung getétet. Sie wurden aus der Halsader entblutet, 
dann wurde die Leber und Nebenniere sofort verarbeitet. Die Tiere Nr. | 
bis 9 und Nr. 18 bis 22 erhielten eine gemischte Nahrung. die Tiere Nr. 10 
bis 17 und Nr. 23 bis 30 hungerten wahrend der ganzen Versuchszeit. Die 
Ergebnisse der Bestimmungen, sowie die erforderlichen Angaben (eingefiihrte 
P-Menge, Zah! der P-Gaben, Zeit des Hungerns usw.) sind in den Tabellen 
zusammengefaBt; der Glutathion- und Ascorbinséuregehalt ist in mg auf 
lg Leber berechnet gegeben. 


Wenn man zunachst die Angaben iiber den Glutathiongehalt der 
Leber bei normalen und hungernden Tieren betrachtet, so ist es er- 
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sichtlich, daB erhebliche Unterschiede unter den einzelnen Tieren 
zu finden sind: der Gesamtgehalt an Glutathion schwankt zwischen 
1.72 bis 4.50 mg (Tabelle 1) bzw. 2,44 bis 3,32 (Tabelle IL). Diese groBe 
Variabilitat hat auch Avihnauw an Versuchstieren von anderer Art 
beobachtet. Der gréBte Teil (im Mittel 89 bzw. 85°,) des Gesamt- 
vlutathions fallt auf den reduzierten Anteil, daneben ist der Gehalt an 
oxydiertem Glutathion gering, im Mittel lo bzw. 14°,. Bedeutende 
Unterschiede im Glutathiongehalt der Leber sind bei normalen und 
hungernden Ratten weder in der absoluten Menge noch in dem Ver- 
haltnis oxydiertes: reduziertes Glutathion vorhanden. Ebenso zeigte 
sich kein Zusammenhang zwischen dem Glutathion- und Kohlenhydrat- 
gehalt der Leber. Auch 


“aa Tabelle g 
der Ascorbinsauregehalt Labelle IN 





der Leber und der Neben- Kohlenhydrat-  Ascorbinsiure- Ascorbinsiure- 
See i ’ ss gehalt der Leber gehalt gehalt 

nier¢ (Tabe lle I\ ) wal Nr. (me Glucose der Leber der Nebenniere 
vanz derselbe sowohl bei pro g Leber) mg/g mg ig 
guter Ernahrung als 6 25 0.17 216 
auch nach Hunger. Es 7 62 0,19 2.48 

= ‘ ; 2 9 2¢ 

ist auffallend, da die 58 42 29 2,91 
9 41 0,21 2.25 


Leber viel weniger As- 


corbinséiure enthalt als Mittelwert: 0,22 2,45 
die Nebenniere; — ein 14 17 0,21 2,30 

; 15 Ss 0.23 am 
Speicherungsvermogen 16 9 0.31 2 63 
der Leber kann in dieser 17 9 0.3% 1,95 
Hinsicht nicht festge- Mittelwert : 0,27 2,29 
stellt werden. 27 17 0,32 3.40 

Die Werte bei den = ‘a aa 360 
P-Tieren mit denen 3 10 090 117 
der Kontrolltiere  ver- ee 0.99 2 39 


gleichend, sieht man, 

daB weder eine Erhéhung bzw. Verminderung des Gesamtgehalts, noch 
eine Verschiebung im Verhaltnis oxydiertes: reduziertes Glutathion 
durch die Vergiftung hervorgerufen wurde. Der Gesamtglutathion- 
gehalt der Leber betrug bei den P-Tieren im Mittel 3,58 bzw. 
294mg g, das reduzierte Glutathion 3,18 bzw. 2.71 mg g (88 baw. 
92°, der Gesamtmenge) und das oxydierte 0.04 baw. 0.23 mg/g (11 baw. 
7°). Durch die P-Vergiftung konnte eine Anderung im Gesamtgehalt 
oder eine Verschiebung zugunsten des oxydierten Glutathions weder 
mit einigen P-Gaben, noch mit 10 Gaben hervorgerufen werden. Der 
Glutathiongehalt blieb in einer schwer destruierten Leber unverandert 
und zeigte annahernd die normalen Verhaltnisse. Der Ascorbinsauregehalt 
sowohl der Leber als auch der Nebenniere blieb vollstandig unverandert : 
die Werte der P-Tiere zeigen dieselbe GréBe als die der Normaltiere. 
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Unsere Ergebnisse stehen nicht im Einklang mit den Resultaten 
von Kiihnau. Es ist uns nicht klar, wodurch dieser Unterschied zu 
erklaren ist. Jedenfalls wurden unsere Untersuchungen an einer anderen 
Tierart durchgefiihrt, als die Versuche von Kiihnau. Ebenso konnten 
wir die Ergebnisse von Kamiya (10) und Moraes (11) iiber die Ab- 
nahme des Glutathions im Hunger nicht bestatigen. 

Aus unseren Ergebnissen diirfte man vielleicht den SchluB ziehen, 
daB der Phosphor auf die durch Glutathion und Ascorbinséure ver- 
mittelte Oxydation keinen EinfluB ausiibt. 


Zusammenfassung. 

1. Der Glutathiongehalt der Leber zeigt dieselben Werte bei gut 
ernihrten und hungernden Ratten. Zwischen dem Kohlenhydrat- 
und Glutathiongehalt der Leber findet sich kein enger Zusammen- 
hang. 2. Der Ascorbinséiuregehalt der Leber und der Nebenniere 
bleibt beim Hunger unverandert. 3. In der Leber phosphorvergifteter 
Ratten konnte weder die Anderung des Gesamtglutathions noch die 
Verschiebung des Verhiltnisses oxydiertes : reduziertes Glutathion 
nachgewiesen werden. 4. Die Phosphorvergiftung verursacht keine 
Anderung im Ascorbinsaéuregehalt der Leber und Nebenniere. 


Literatur. 
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Untersuchungen tiber Atmung und Girung pathogener Bakterien. 


Il. Mitteilung: 
Uber Atmung und Girung von B. diphtheriae’, 
Von 
Akiji Fujita und Takeshi Kodama. 
(Aus dem biochemischen Laboratorium des Kitasato-Instituts, Tokio.) 
(Eingegangen am 5. Februar 1934. ) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


Im folgenden berichten wir iiber Ergebnisse von Untersuchungen 
iiber die allgemeinen Eigenschaften der Atmung und Garung von 
B. diphtheriae. Die eingehenderen Studien tiber den Mechanismus 
werden wir spater ver6ffentlichen. 


I. Uber die Atmung. 


Zur Messung der Atmung haben wir statt Ringerlésung immer Na(C1- 
Phosphatlésung benutzt. Sie bestand aus 15,5 cem 0,157 mol. NaH, PO,, 
84,5 cem 0,129 mol. Na,sHPO, und 900 cem 
0,9° ig. NaCl. Jede Lésung ist dem Siugetier- 
serum isotonisch. Das px des Gemisches ist 7,46. 80 
Wenn nicht besonders erwahnt, wurde immer 70} 
eine 18stiindige Kultur von B. diphtheriae auf 





Lm Eisschrank | 





£0} 





Blutagar in einer 1°,igen Glucoselésung frisch | 
suspendiert. Die Messung geschah nach Warburg, sg. \_ 
mit KOH zur CQ,-Absorption. Versuchs- mI 1m Brut- 
temperatur 38°. a AE TED Sa an ae | 
1. EinfluB der Kulturdauer. Die PBazillen Sta ae Fe 
wurden verschieden lang auf Blutagar bei 
an ss ar - [| ee Se IE 
37° geziichtet. Einige Kulturen wurden nach 
18 Stunden langer Bebriitung in den Eisschrank = 7}——-—- N +—— 
gestellt. ; Die gemessene Atmung zeigt Abb. 1 ad |__| ie 
an. Je jiinger die Kultur, desto gr6éBer ist die cae 2 
Atmung. Sie verkleinert sich die ersten 2 Tage i 
fast linear, fallt dann plétzlich ab, um schlieBlich Abb. 1. 


nach 5 bis 6 Tagen praktisch Null zu werden. 

Im Eisschrank aber ist die Atmung wahrend der ersten 2 Tage praktisch 
unverdndert. Genau dasselbe wurde auch bei Versuchen mit B. typhosus 
beobachtet. 

2. EinfluB des py. Das optimale py der Atmung liegt zwischen 7,1 
bis 7,7. Die Versuche sind in Tabelle I zusammengestellt. Fiir die Atmung 
des B. diphtheriae ist der Zusatz von K und Mg in weiten Grenzen ohne 
KinfluB. 


1 Teile der vorliegenden Arbeit wurden am 6. November 1932 beim 
Biochemischen KongreB zu Okayama vorgetragen. Der Reichsakademie 
danken wir verbindlichst fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit (1932). 
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Tabelle I. 
B. diphtheriae pro GeféB 10,15 ¢mm. 





1 2 $ 4 5 
Isot. prim. Phosphat .... . = 0,1 0.2 0.3 0,4 
» eek. . Mardin Ws 1,0 0,9 0,8 0,7 0.6 
Ae ke: 2) ats uae 9,0 9,0 9.0 9,0 9,0 
pu (elektrometrisch) .... . 8,65 7,65 7,82 7,08 6.91 
Oo-Verbrauch in 60 Min. (emm) —75 |'—795 —785 —79.0 —735 


+. Einflup der Temperatur. Die Messung geschah nacheinander in 


Thermostaten von 38, 28, 18°C und zuletzt wieder in einem von 28°, um 
sich der Reversibilitét zu versichern. Die Resultate geben Abb. 2. Aus 
der Kurve wurde dQ_,/d 6 und daraus die prozentuale Zunahme des Q,, 
pro Grad Temperatursteigerung berechnet. Die Ergebnisse sind in Ta 
belle II angefiihrt. 


Tabelle II. 








0) l 
1 d VO. 1 ¢ Vo, 
rempe- Q d Yo, ; >. 100 | Tempe- Q dV, 2 2.100 
ratur Oo du Vo, dé rature tO» de Vo, dé 
0 ( 

20 15) 2,20 14,70 35 56 3,73 6.66 

25 27, 2,46 9,11 38 ~69 5,18 7,51 

30 40 2.86 4,15 


@>, nimmt also mit der Temperatur bedeutend zu, aber die prozentuale 
Zunahme der Atmung pro Grad Tempertursteigerung ist um so gréBer, 
je niedriger die Tem- 
peratur ist. 100 = 
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Zuckerart sehr verschieden. Glucose wird am leichtesten veratmet. Die 
Atmung zeigt schon in Konzentrationen von 2,5 Millimol maximale Werte, 
die bei weiterer Zunahme der Konzentration nicht mehr steigen. Lactose. 
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Saccharose und Pentosen werden praktisch nicht veratmet. Die Versuchs- 
ergebnisse sind in Abb. 3 aufgezeichnet, in der die Glucoseveratmung als 
100 angenommen ist. Die Atmungsgeschwindigkeiten waren innerhalb 
einer Stunde konstant. Die respiratorischen Quotienten bei der Veratmung 
verschiedener Zucker sind in Tabelle LIT angefiihrt. Sie sind alle innerhalb 
der Fehlergrenze der Messung 1, was einer vollkommenen Verbrennung 
entspricht!. Die Messung geschah nach Warburg und Yabusoe*. Ein Beispiel 
wird im Protokoll 1 ge- 





veben. Tabelle III. 

3. Ve ratmung der or- Zuckerarten R. Q. Zuckerarten R. Q. 
janischen = Sduren und 
\lkohole. Die Veratmung (Glucose. . . . | 0.99 | Galaktose. . . 0,99 
der organischen Sauren Fructose ... 1.00 | Maltose. ... 0.98 
und Alkohole, die stoff- Mannose .. . 0,99 


wechselphysiologisch von 

Interesse sind, wurde gepriitt. Die Resultate geben Abb. 4 und Tabelle IV. 
Fir die Versuche wurden samtliche Sauren mit NaQH neutralisiert oder 
als Natriumsalz benutzt. Die gemessenen respiratorischen Quotienten sind 
in Tabelle V angefiihrt. Amelsensaure, Glycerinaldehvd, Glykolsaure, 


Tabelle IV. 








Substrate (m/10) Fh sheng Substrate (m/10) Peep ager 
Brenztraubensaure . . 100 Bernsteinsaure. . . 49,2 
Milelieiute 6.5. 4. 100 Apfelsaure .... 42.4 
Glycerinphosphorsaure 98,5 Propionsaure . . . 26,8 
Essigsiure ..... 59 §. Ghycerm. e ss. 100 
Athylalkohol, Mannit. Tabelle V. 

Inosit und Duleit wurden 
von B. diphtheriae tber- R. Q. 
haupt nicht veratmet. Die Substrate (m 10) 

; : gef. her. 
respiratorischen Quo- 
tienten der Milchséure srenztraubensaure . . . 1,68 1,20 
und Essigsiiure sind bei-  Kgsigsiure. . . . . . 1,05 1,00 
nahe 1, entsprechend voll- Milechsiure. .... . 0.97 1.00 
kommener Oxydation®. Glycerin. ....... 0,59 0,86 
Bei Brenztraubensaure 
wird mehr CQO, produziert als berechnet. Glycerin zeigt bedeutend 


kleinere Werte, was aut unvollkommene Oxydation hinweist. 
6. Veratmung der Aminosduren. Die Resultate der Veratmung der 
Aminoséuren sind in Tahelle VI zusammengestellt. Unter den Amino- 


' Eine Bestimmung der Glucoseabnahme haben wir nicht ausgefiihrt, 


da Diphtheriebazillen aerob nicht nur atmen. sondern auch stark géren 
Fujita u. Kodama, diese Zeitschr. 269, 367, 1934). — * Diese Zeitschr. 146, 
380, 1924. — 3 Barronu.a. (J. of biol. Chem. 97, 691, 1932; 100. 155, 
1933) haben bei Gonococcen die respiratorischen Quotienten der Glucose- 
und Milchséureveratmung gleich 1 gefunden trotz unvollkommener Oxy- 
dation. Da aber Diphtheriebazillen Essigsiure leicht veratmen, ist un- 
volikommene Oxydation auszuschlieBen. 
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Tabelle VI. 





Sauerstoffverbrauch 


(Glucose 


Substrate (m 200) 


ohne 
Glucose- 


Zusatz 





Asparagin 

l-Cystein . 

d-Glutaminsiure : 
ape. oS. 33,8 
ag. ee 12.5 
d,l-Phenylalanin . 9 
Asparaginsiure . . 8.6 
Ce aaa 3 
d-Arginin .... 2 





Sauerstoffverbrau 
100) (Glueose = 100 
enit Substrate (m/200) ohne mit 
Glucose- Glueose- Glueos: 
zusatz zusatz zusatz 
174.1 MROMEs) 5- Sow 1,4 118 
[115,1] ] I-Cystin (gesattigt) 0 105 
133.8 Leucin. . Pegot ints 0 154 
122,4 | 1-Tryptophan. . . 0 124,83 
126.4 l-Histidin . ... 0 114,7 
109,1 So SR eames 0 105.5 
117,5 | Glykokoll ... . 0 105.5 
107,1 G:3-Valin . 5k). 0 100 
116,2 


siuren ist die Veratmung des Asparagins am gréBten, entsprechend 48 
der Glucoseveratmung, dann folgen Cystein und Glutaminséure. Bei 
Gegenwart von Glucose nimmt die Atmung bei Asparagin am stérksten 
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Substrat-honzertration [Millimole/l iter) 
Abb. 4. 


zu, dann folgt Glutaminséure. Der Versuch 
mit Cystein ist wegen der Autoxydierbarkeit 
bei Gegenwart von Spuren Schwermetal! 
ungenau. Die Autoxydierbarkeit des Cysteins 
bei An- und Abwesenheit von Bazillen ist 
in Tabelle VII aufgezeigt. Ungefaihr 26 

des O,-Verbrauchs bei Cysteinzusatz riihrt 
von der Autoxydation des Cysteins her. Die 
respiratorischen Quotienten der Veratmung 
des Asparagins und der Glutaminsaure sind 
aus Tabelle VIII zu ersehen. Die CO,-Werte 
sind etwas gr6Ber als die bei vollkommener 
Oxydation. Fir die Berechnung der theo- 
retischen Werte der Aminoséurenveratmung 


Tabelle VII. 


B. diphtheriae pro GeféB 13,lemm. Cysteinkonzentration: 0,02 mol. 








Oo-Verbrauch O»-Verbrauch 
in 60 Min. (emm) in 60 Min. (emm) 
Bakteriensuspension Bakteriensuspension 
mit Cystein — 68,8 allein <a — 17,2 
Gekochte Bakterien- Cystein allen . . . — 68 
suspension mit Gekochte Bakterien- 
Cees Ss ss —18 suspension allein . 0 


Tabelle VIII. 





Substrate (m 200) 


Asparagin . 
Glntaminsaure 





rr 


ee ae ee ae 


ee 


m) 








Atmung und Garung pathogener Bakterien. II. 189 


wurde angenommen, da8 alle NH,-Gruppen als NH, in das Medium ab- 
geschieden werden. Im allgemeinen wird der respiratorische Quotient des 
Ue Hy Oo Na nach folgender Formel berechnet (Tamiya?) 

4e 
4c+h—3n—20 

Atmung in wachstumstahigen Medien und die Wirkung des Cysteins. 
Die bisherigen Atmungsversuche sind in solchen Medien ausgefiihrt worden, 
in denen die Bakterien nicht wachstumsfahig sind, wie die Versuche an 
ruhenden Bakterien** von Quastel*. Wir haben uns nun gefragt, wie sich 
die Atmung in wachstumsfahigen Medien verhalt (s. Tabelle IX). 


RQ 


Tabelle IX. 


B. diphtheriae pro GefaiB 8,6 emm. 





att O»-Verbrauch Atmungs- | 
Mediam in 30 Min. (emm) steigerung (0 o) | 
NaCl-Phosphat mit 1°) Glucose . . 4 59,8 
Synthetisches Medium nach Braun u. Hofmeier 108 80.7 
REEF SEY a ere eer 123,5 106.5 


Bei diesem Versuch wurde die Bakteriensuspension in NaCl in eine 
Ansatzbirne eingefiihrt und nach dem Schiitteln in die Versuchslésung 
im Hauptraum gekippt. Sind die Bakterien von Anfang an in Medien wie 
Bouillon suspendiert, so ist die Messung der Bakterienmenge wegen ihrer 
lebhaften Vermehrung ungenau. Man sieht, daB die Atmungssteigerung 
ungefahr 100°. betragt, im Gegensatz zur Atmung tierischer Gewebe, die 
sowohl in Ringerlésung als auch im Serum ungefahr gleich bleibt. Ahnliche 
Versuche mit B. typhosus und Vibrio cholerae zeigten, daB die Atmung in 
synthetischen Medien und Bouillon von 100 bis 200°, stieg. Nach Braun # 
soll Cystin fiir B. diphtheriae lebenswichtig sein, und sein Zusatz soll das 
Wachstum und die Toxinbildung stark férdern. Es miiBte dann auch 
die Atmung der Bazillen erhéhen. Da bei einem Versuch (s. Tabelle V1) 
ein EinfluB des Cystins auf die Atmung kaum zu bemerken war, haben wir 
ihn in synthetischen Medien gepriift (Tabelle X). Danach steigert Cystin 
die Amtung in synthetischen Medien sehr stark, waihrend es auf die Ver- 


Tabelle X. 





0,-Ve rbraue ch in 30 Min. 


-- - —_—_—-—— Atmungs- 
Suspensionsfliissigkeit vor nach befirderung 
Cystin- Cystin- (8/9) 
zusatZ ZuSatzZ 
Synthetisches Medium nach Braun und 
“Hofmeier . . Ne Cee ae eT 60,5 108 78,5 
NaCl-Phosphat mit 1% Glucose... . 59,8 60,7 1,6 
ey - 1%, Na-Acetat. . . 48.6 49,5 1,9 
a » 1°, Na-Asparaginat 15,7 30,5 94,5 
1 Studies from the Tokugawa Institute 2, 209, 1933. — * Oppenheimer 
u. Pincussen, Die Methodik der Fermente 1928, S. 1155. — * Klin. Wochen- 
schr. 6, Nr. 15, 1929. — * Methoden zur Untersuchung des Verwendungs- 


stoffwechsels pathog. Bakt. Berlin 1930; Zeitschr. f. Bakt. IT, 122, 5, 1931. 
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atmung der Glucose oder Acetat keinen EinfluB hat, wohl aber einen se} 
groBen auf die Asparaginveratmung. Dieser Versuch wurde mit Cystin 
Substanz ausgefiihrt, das aus der Ansatzbirne in den Hauptraum gekipp: 
wurde. Die Suspensionsfliissigkeit war damit gesattigt. Ahnliche Versuch: 
mit verschiedenen anderen pathogenen Bakterien ergaben, daB der Einfly 
des Cystins bei B. diphtheriae am gréBten. ziemlich stark bei Enterococcy 
und Gonococeus (20 bis 30°,), sehr gering bei B. pertussis, Meningococei- 
B. influenzae, Streptococcus, Pneumococcus (7 bis 10°,), gleich Null b 
Vibrio cholerae, B.typhosus, 5B. dysenteriae, B. paradysenteriae und 
B. anthracis war. 

8S. Methylenblauatmung und Sauerstoffatmung. Wir fragten uns, ob 
die Methylenblauatmung und Sauerstoffatmung bei B. diphtheriae in 
verschiedenen Substraten parallel verlaufen, da Wieland und Mitchel 
beim Schardinger-Enzym der Milch und Wieland und Sevag* bei Butte: 
siurebakterien keine Parallelitét gefunden haben, was von ihnen mit de1 
Spezifitat der Wasserstoffakzeptoren erklart wurde. Da aber Farbstoft: 
wie Methylenblau bekanntlich auf das Bakterienwachstum hemmend 
wirken kénnen, wurde zuerst der EinfluB der Farbstoffkonzentration aut 
die Sauerstoffatmung untersucht (s. Tabelle XI). Methylenblau in eine: 
10-* mol. Lésung beférdert die Atmung des B. diphtheriae um 33°). 


Tabelle XI. B. diphtheriae pro GefaéB 8,70 cmm. 





MB.-Konzentration 02-V erbrauch in 10 Min. 


Atmungssteigerung 
(Mol-Liter) 


nach MB.-Zusatz (° 


vor MB.-Zusatz 


nach MB.-Zusatz 


10-* 41,9 42.9 ~ 0 
10-* 41,2 54,9 + 33,3 
la 41,7 48,2 + 15,6 


Ahnliche Versuche mit anderen pathogenen Bakterien mit 10~* mol. 
Methylenblau und 1°, Glucose als Substrat zeigten, daB die Wirkung des 
Methylenblaues je nach den Bakterien sehr verschieden ist (Tabelle XII) 


Tabelle XII. MB.-Konzentration: 10-4 Mol/Liter. Suspensionsfliissigkeit 
NaCl-Phosphat + 1°, Glucose. 





O»-Verbrauch pro mg und Stunde = 
Bakterien ee ee ee a ee Oe 


a ‘ 1g (0 
vor MB.-Zusatz nach MB.-Zusatz auf Atmung (°/9) 


B. pyocyaneus ...... — 121 — 180 + 48,7 
B. diphtheriae ...... — 67 — 89 + 32,8 
Vip, George. 6 Sw ks — 68 — &b + 26.4 
Staphylococcus aureus . . — 81 — 68 — 16,1 
Pneumococeus Typ I. . . — 109 — 84 — 22,9 
B. paradysent. Ohara-Mita — 173 — 120 — 30,i 


Die relative GréBe der Methylenblau- und Sauerstoffatmung wechselt 
bei den verschiedenen Bakterienarten sehr stark. In Tabelle XIIT sind 
solehe Versuche zusammengestellt. 


1 A. 492, 156, 1932. — 2 A. 501, 151, 1933. 
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Tabelle XIil.  Suspensionsfliissigkeit: NaCl-Phosphat + 1°,, Glucose. 
MB.-Konzentration: L0-4 mol. 





MB.-Atmung 


Bentarien Yo, mg Bakterien Entfarbungs- Boy Bvt 

trocken zeit (Staphylococcus 
= 10) 

Staphylococcus aureus . . . — 81 0,057 4’ 25" 109 

Vib. cholerae .......i— 68 0,056 5’ 20” 83,9 
B. WEOCNONOUR oss sss — 121 0,26 4'53” 19,8 
B. paradysent. Ohara-Mita . —173 0,44 4' 30" 12,6 
Pneumococeus Typ I... . — 67 0,68 4’ 46" 7,8 
B. diphtheriae. ..... . || —109 0,97 5’ 29” 4.9 


Die Ergebnisse der vergleichenden Messung der Sauerstoff- und 
Methylenblauatmung des 5B. diphtheriae mit verschiedenen Substraten 
sind in Tabelle XIV zusammengestellt. Die beiden Atmungen unterscheiden 
sich nicht wesentlich voneinander. 


Tabelle XIV. 8B. diphtheriae pro GefiB 4,75 ¢mm. 





O,-Atmung MB.-Atmung 


Substrate (m/10) relative Grobe 


relative Gribe sntfirbungs- 
Yo, (Glucose = 100) , pore tiie 100 

Ghicose’ 5. a YL e TOB 100 5’ 20” 100 

Brenztraubensaure . . — 73,8 101.5 4’ 40" 114.5 
Milchsaure . . - « . | — 13,5 101,2 4' 44” 112.6 
Kssigsaure. . .... —42,8 59 15' 10” 35,2 
Bernsteinsiure . . . . — 84,3 47,3 15’ 55” 33,6 
Apfelsiure. ..... | —286 39,5 19’ 6” 27,9 
Propionsiure. . . . .  — 6,0 8.3 67' 50” 4,9 


Il. Uber die Girung. 


1. EinfluB des pu. Zur Messung der Garung wurde die Ringerlésung 
nach Warburg benutzt. Wenn nicht besonders erwahnt, war die Bicarbonat- 
konzentration 25 Millimolar. Der Gasraum wurde mit 5 Vol.-°, CQ, in 
N, gefiillt. Um das pu zu andern, sattigt man die Lésung entweder bei 
konstanter Bicarbonatkonzentration mit Gasmischungen von verschiedenem 
CO,-Gehalt oder bei wechselnden Bicarbonatkonzentrationen mit Gas- 
mischungen konstanten CO,-Gehaltes. Die Versuchsergebnisse sind in 
Tabelle XV und XVI niedergelegt. pH wurde nach Hasselbalch berechnet. 
Beide Versuche zeigen, daB das optimale px bei 7,47 liegt. 


Tabelle XV. B. diphtheriae pro GefiB®B 6,13cmm. Bei konstanter Bi- 
carbonatkonzentration (25 Millimol). 





C 05-Produktion © Og-Produktion 


Vol.-9/9 CO» PH in 60 Min. (emm) Vol.-0/9 CO3 Pu in 60 Min. (emm) 
1,25 8,07 72 5 toe 124 
2'5 7.77 118,3 0 86| «(717 113 
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Tabelle XVI. 
B. diphtheriae pro GefaiB 4,95 emm. Bei konstantem (O,-Gehalt (5 Vol.-°, 





Bicarbonat- Bicarbonat- 


konzentration € Oo-Produktion konzentration C 0.-Produktio) 
(Millimol/Liter) | 24 | in 60 Min. (emm) | (yin imol Liter) PH in 60 Min. (emm) 
50 7,77 83,2 12.5 7,17 75,3 
25 7,47 101,0 6,25 6,87 67,3 


2. BinfluB des Bicarbonats. Um den EintluB8 des Bicarbonats bei 
konstantem px zu priifen, mu8B man die Bicarbonatkonzentration und den 
CO,-Gehalt gleichzeitig variieren. Warburg. 








aad | Posener und Negelein' haben bei Tumorglykolyse 
at——— sete starke Abhangigkeit von der Bicarbonatkonzen- 
iS ae tration nachgewiesen. Die Versuchsergebnisse mit 
a” 4 fees coer pee oat diphtheriae gibt Abb. 5. Die Gaérung nimmt 
80 era ee Cee mit der Bicarbonatkonzentration fast linear zu. 
Sy - ) =a 4 3. Einflup der Kulturdauer. Im Brutschrank 
Sikartonat-Konzentraton wurde die Garung nach verschiedener Zeit um so 

in Milinole /Lifer kleiner, je alter die Kultur wird. Sie nimmt 

Abb. 5. dort 3 Tage lang sehr stark ab, um nach 5 bis 


6 Tagen praktisch Null zu werden. Im _ Eis- 
schrank aufbewahrt (18stiindige Kultur bei 37°), war die Géarungs- 
abnahme dagegen sehr gering. wie aus Abb. 6 zu ersehen ist. 

4. Uber Induktion. Bei der Messung der anaeroben Girung bemerkt 
man haufig die Erscheinung der Induktion. wie sie bei der alkoholischen 
Gaérung durch Zymaselésung oder 
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Abb. 7. 


1, Ohne Behandlung sofort gemessen. 

2. Nach einstiindigem Schiitteln in 5°/) 

COg in No bei 38° wurde Glucose zu- 

gesetzt. 3. Wie 2, aber in 5°/9 CO, in 
Luft geschiittelt. 


achtet worden ist. Die CO,-Bildung faingt nach Zusatz des Substrats nicht 
sofort an, sondern setzt erst nach einem kurzen Intervall ein und steigt 


1 Diese Zeitschr. 152, 309, 1924. 
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dann allmaéhlich, was wohl mit der priméren Umwandlung der Glucose 
im Zusammenhang steht. Diese Erscheinung war bei der Atmung weniger 
deutlich. Sie tritt starker hervor, wenn man die Bakteriensuspension in 
zuckerfreier Lésung lange stehen la8t. Ein Beispiel wird in Abb. 7 
aufgezeigt. Auf die Induktion ist Phosphatzusatz ohne EinfluB. 
Besonders deutlich war sie. wenn die Kultur lange Zeit im Eis- 
schrank aufbewahrt wurde. In Tabelle XVII sind die Versuche zu- 
sammengestellt. Die Bakterien befanden sich nach I8stiindiger Kultur 
bei 37° veschieden lange im Eisschrank. 


Tabelle XVII. 


B. diphtheriae wurde nach 18stiindiger Kultur bei 37° im Eisschrank 
aufbewahrt. 





T; Zeit bis zum Erscheinen 4 Zeit bis zum Erscheinen 
: j be ant maximaler P J 8° wo maximaler 
im Eissehrank Girgeschwindigkeit (Min.) | 1™ Eisschrank Gargeschwindigkeit (Min.) 


2 0 20 50 

5 10 25 80 
10 30 30 120 
15 40 





5. EinfluB des Phosphats. Wir konnten einen Eintflu8 des Phosphats 
auf die Gaérung nicht nachweisen. Da ein Teil der CO, natiirlich von der 
sekundares Phosphat enthaltenden Suspensionsfliissigkeit chemisch ge- 
bunden wird, wurden die Re- 
tentionsfaktoren der einzelnen An- 100 
sitze durch Zugabe bekannter 
Mengen Weinséure bestimmt. 
Die Gaérung war in Lésungen $0 
mit Phosphat (2,5 bis 10 Vol.-°, 
isotonische Phosphatlésung) und 
ohne Phosphat genau gleich. 
Ebenso verhalt sich Pneu- 
moccocus, B.typhosus und B. dy- 





| Glucose 
90 \-f-— 








8 





C0, -Produhtion (Glucose = 100) 
8 














senteriae. Dagegen zeigte sich ein 90) = ew Malis Nae 
deutlicher EinfluB des Phosphats 0 
bei Streptococcus und Staphylo- 
coceus (30 bis 100°,). 20 

6. Vergdrung der Zucker. Wie 0 ____, Lactose, Saccharose, Rhamnose, 
bei der Atmung, so wird auch i Arabinose, ohne Zusarz 
unter den Zuckerarten die Glu- os 0 & 20 2 0 6b = 6 GSD 
cose am leichtesten vergoren. Be- Substrat-Konzentration (Milimmole /Lifer) 
reits in einer Konzentration von Abb. 8. 


6,2 Millimol erreicht sie den maxi- 
malen Garwert, und die Geschwindigkeit steigt nicht mehr mit der Konzen- 
tration, wahrend Saccharose, Lactose und Pentosen tiberhaupt nicht vergoren 
werden (Abb. 8). Bei einer Substratkonzentration von m/10 sind samtliche 
Gargeschwindigkeiten innerhalb 60 Minuten ungefaéhr konstant. 

7. Carboxrylatische Spaltung der Brenztraubensdure. Wie bei der Atmung, 
so haben wir auch die Vergaérung der verschiedenen organischen Séuren 


Biochemische Zeitschrift Band 271. 13 
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und Alkohole gepriift. Aus Ameisenséure, Apfelsiure, Essigsdure, Propion- 
siure. Bernsteinsiure, Milchséure, Glycerinphosphorsaure, Athylalkohol, 
Glycerin, Mannit, Dulcit, Inosit, Glykolsiiure und Glycerinaldehyd_ ist 
keine anaerobe Sdéurebildung zu konstatieren. Dioxyaceton zeigt Saure- 
bildung (ungefahr 20°, der Glucosevergaérung). Doch ist sie nur bei Brenz- 
traubensiure sehr erheblich; sie entspricht ungefahr 120°, der Glucose- 
vergérung. Da Brenztraubensiure bekanntlich, wie man aus den Unter- 
suchungen von Neuberg weib, durch die in vielen Zellen befindliche Carboxy- 
lase in Acetaldehyd und CO, gespalten wird, haben wir die Brenztrauben- 
siurevergarung in Ringer- und NaCl-Phosphatlésung mit und ohne KOH 
verglichen (Tabelle XVIII). 


Tabelle XVIII. 





Suspensionsfliissigkeit _ Ringer NaCl-Phosphat | NaCl-Phosphat 
mit Bicarbonat 
Se ee ee ee ee ee -— KOH - 
im Gasranam. . 0s sve ce sess 5% 9 COs in Ng No No 
C O,-Produktion in 60 Min. (emm) + 128 + 1,6 + 83,7 


Wie ersichtlich, wird ungefihr 65°, der entstandenen CO, bei bi- 
carbonathaltiger Ringerlésung und auch bei bicarbonatfreier Na Cl-Phosphat - 
lésung als CO, abgegeben, welches von KOH fast vollkommen absorbiert 
wird. Um zu erfahren, ob die iibrigen 35°, nicht direkt als freie CO,, sondern 
als organische Saéuren abgegeben werden, haben wir in der Ringerlésung 
vor und nach dem Versuch durch Zugabe iiberschiissiger Saéure den Bi- 
carbonatgehalt bestimmt und die Bicarbonatabnahme mit der direkt ge- 
messenen CQO,-Menge verglichen. 

B. diphtheriae pro GefaB 17,8emm. Gesamt-CO,-Produktion in 
60 Minuten in Ringerlésung 180cmm. Bicarbonatabnahme in 60 Minuten 
(entsprechend der produzierten organischen Séuren als CQ,) 51 emm 
(28°,). Direkt carboxylasisch entstandene CO, in Ringer 180 — 51 
= 129cemm (72%). 

Der Versuch zeigt, daB ungefahr 30°, der CO,-Produktion in Ringer- 
l6Sung nicht primar gebildet wurde, sondern sekundaér von der Um- 
setzung des Bicarbonats mit organischen Sauren herriihrt, die durch Spaltung 
der Brenztraubenséure entstanden sind. 

8. Hemmung durch Monojodessigsdure. Die Atmung sowie die Garung 
des B. diphtheriae werden durch Monojodessigséure fast gleich stark ge- 
hemmt. Die beiden Funktionen konnten nicht isoliert werden. Zwischen 
pu 5 und 8 ist die Hemmung ungefahr gleich groB, und es ist kein px zu 
finden, wo die Atmung iiberhaupt nicht gehemmt wird. Die hemmende 
Wirkung der Monojodessigsiure auf die Atmung ist je nach dem Substrat 
verschieden. Glucose ist am empfindlichsten. Die Wirkung der Milchsaure 
ist ungefahr 30°, geringer. Ahnliche Unterschiede sind schon an anderen 
Objekten vielfach beobachtet worden (vgl. Davis'). Die Versuchsergebnisse 
sind in Tabelle XIX angefiihrt. Durch Fluorid wird die Glucosevergaérung 
in Konzentrationen von 3,3 .10-? mol. um 96°,, von 10-? mol. um 92°5, 
von 10-* mol. um 22°, und von 10-4 mol. iiberhaupt nicht gehemmt. 


1 Diese Zeitschr. 265, 90, 1933, und zwar S. 96. 
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Tabelle XIX. 
Jodessigsaurewirkung auf Atmung und Géarung von 
B. diphtheriae. 

1. Bei verschiedener Konzentration der MJE. 
Substrat: 1°, Glucose. 





MJE.-Konzentration Hemmung (°/9) MJE.-Konzentration Hemmung (° 9) 
(Mol /Liter) ls CTT TIES Cetera i aga (Mol/Liter) sR Tal eentareverans 
Garung Atmung Garung Atmung 
10-2 99,1 99,0 10-4 74,2 73,2 
10-5 98,1 96,7 10-5 42.0 48,0 


2. Bei verschiedenen Substraten (MJE.: 10-3 mol.). 





Hemmung (°,; 





Substrate (m 10) = 


Gurung — Atmung 
CR or eign gr Ke 97,5 96,0 
Brenztraubensiure .. . . | 91,3 43,3 
Miucnehure. 2... le _ 29,0 


3. EinfluB auf die Atmung bei variiertem pH (MJE.: 10- mol.). 





PH 8,0 7,1 5,8 5,0 
Atmungshemmung (%).. . 92 93 98 92 


9. Uber die durch Gdrung entstehenden Sduren. Bei der Priifung der 
Reaktionsprodukte der anaeroben Vergiirung der Glucose durch B. diph- 
theriae ergab sich, daS8 die entstandenen Saéuren hauptsachlich aus 
Ameisensaure und Milchsaure und kleinen Mengen Essigséure und Bernstein- 
siure bestehen. 

183 Blutagarkulturen (20 Stunden bei 37°) von B. diphtheriae wurden 
in 500 cem einer sterilisierten Lésung von 0,134 mol. Na,gSO, mit Glucose 
und CaCO, suspendiert und unter Durchleiten von sauerstofffreiem Stick- 
stoffgas 3 Tage lang bei 37° aufbewahrt. Der Analysengang erfolgte im 
groBen und ganzen nach Grey!. Das Destillat wurde gepriift auf Alkohol, 
Acetaldehyd, Aceton und Aldol. Alle Reaktionen waren negativ. Nach 
Anséuern mit Schwefelsiéiure wurde mit Wasserdampf destilliert. Das 
Destillat zeigte deutliche Reaktion auf Ameisensiure. Resorcin- und 
Methylenblauprobe deutlich positiv, Silberausscheidung nach Kochen 
mit Ag N O;, Bildung eines Kalomelniederschlags nach Erhitzen mit Sublimat, 
Bildung von Formaldehyd mit Magnesium und Schwefelsaure (Fenton und 
Sisson?). Essigsiure wurde mittels Athylester- und Kakodylprobe nur 
spurenweise nachgewiesen. Andere fliichtige Sauren konnten nicht gefaBt 
werden. Nach Schiitteln der Lésung mit Amylalkohol war die Alkohol- 
schicht ungefarbt und die Wasserschicht braun (Deyer*); die Wasserdampt- 


1 Proc. Roy. Soc. London 87, 472, 1914; 90, 75, 1919. — * Chem. Ztg. 
25, II, 1273, 1912; Bacon, Zeitschr. f. analyt. Chem. 52, 55, 1913. — 
3 J. of biol. Chem. 28, 445, 1916. 
13* 
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destillation wurde fortgesetzt, bis das Destillat 2 Liter betrug. Die Rest 
lésung wurde in einem Fettextraktionsapparat nach Suto mit Ather 2 Tage 
lang extrahiert. Nach dem Verdampfen des Athers wurde der Riickstand 
mit CaCO, auf dem Wasserbad mehrere Stunden lang erhitzt, um etwa 
vorhandenes Anhydrid vollkommen in Ca-Salz iiberzufiihren. Nach Filtra 
tion wurde ein Teil der Fliissigkeit auf Milchséiure mit Thiophen, Guajac 
und Codein gepriift. Alle Reaktionen waren deutlich, nur die Bernsteinsaéure 
probe mit Resorcin und Pyrrol war schwach positiv. 


Die quantitative Bestimmung der Glucoseabnahme und CO,-Bilduny 
bei der anaeroben Gérung ergab, daB aus 1 Mol Glucose nicht 2, sondern 
2,2 Mol Saéuren entstehen (Tabelle XX). 


Tabelle XX. 





poo eee ae ee ee ee ee a | 1 2 3 
Bakterienmenge pro Gefaf (emm) .........6. i} 12,52 9,25 11,32 
Versuchsdauer (Min.). .... ohne ks ee eee i 40 120 70 
(O,-Produktion | direkt gemessen ........ 5,08 8,94 5,15 
(10-® Mole) { aus Bicarbonatabnahme ber. . 5,09 — - 
Glucoseabnahme (10-® Mole) ........ ce 2.25 4,00 2.40 
’ . 2,26 2,24 2,15 
‘On /( 0 N ae ee a ae ee | Min og ’ 
( 2 rlucose (in Jolen) | Mittel: 299 


Die CO,-Bestimmung geschah nach Warburg. Suspensionsfliissigkeit 
war Ringerlésung mit Bicarbonat. Die Glucoselésung war 1°, ig. Von 
einem Teil wurde vor und nach dem Versuch durch Zugabe iiberschiissiger 
Saure die Bicarbonatabnahme bestimmt. Sie unterschied sich nicht von 
der direkt gemessenen CO,-Menge. Vor und nach dem Versuch wurde 
lemm Suspension in 8ccm Cadmiumreagens pipettiert und der Glucose- 
gehalt nach Fujita-lwatake! bestimmt. Diese Methode ist eigentlich fiir 
Blutzuckerbestimmungen ausgearbeitet. Das enteiweiBte Filtrat ist von 
dem meisten reduzierenden Nichtzuckersubstanzen  befreit, namlich 
Glutathion, Ergothionein und Harnséure. Folglich geben die gefundenen 
Werte, die immer kleiner sind als die nach Hagedorn-Jensen, ohne weiteres 
den wahren Blutzuckergehalt an, was von Dumazert? bestatigt wurde. 
Nach Newberg und Kobel® und Neuberg und Scheuer * werden durch diese 
Art der EnteiweiBung auch Hexose-di- und mono-phosphorsdure, nach 
Kotake® ebenso ,,Vitamose ®*, vollkommen entfernt. Diese Methode wurde 
von Naumann? zum Studium der reduzierenden Nichtzuckersubstanzen 
des Blutes und als Titrationsverfahren des Blutzuckers angewandt. Demmel* 
hielt sie fiir die genaueste von den vier gebraéuchlichen Blutzucker- 


1 Diese Zeitschr. 242, 43, 1931. — 2? C. r. Soe. Biol. Paris 113, 1061, 
1931. — *° Diese Zeitschr. 238, 236, 1931. — 4 Ebenda 249, 478, 1932. 


— ° Ber. Jap. Biochem. Ges. 7, 164, 1932; Proc. Imp. Acad. 8, 507, 1932. 
— ® ,,Vitamose** wurde von Kotake die stark reduzierende Substanz 
genannt, die er zuerst im Augenkammerwasser fand. Er hat die Substanz 
nicht als solche, sondern in Form ihres Phenylosazons und Bis-2, 4-dinitro- 
phenylhydrazons isoliert. Spater wurde die Identitit mit Ascorbinsaéure 
bestatigt. — 7 Diese Zeitschr. 257, 32, 1933; Klin. Wochenschr. 12, 1511, 
1933. — § Diese Zeitschr. 262, 294, 1933. 
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bestimmungsmethoden. Auch unser jodometrisches Verfahren wurde fiir 
Cholesterin- (Rappaport und Klopholz') und Glucuronsaurebestimmungen 
(Masamune *) mit gutem Erfolg benutzt. 

Die Milchsaurebildung aus Glucose erfolgt nicht quantitativ, sie 
macht etwa 19°, der produzierten Gesamtsaéure aus (Tabelle XX1). 


Tabelle XXI. 
B. diphtheriae pro GefaB 11,32¢mm. Versuchsdauer: 70 Minuten. 
CO,-Produktion .. 2°. 3. ww se es lS 10-9 Mole 


Glacoseabnahme. . . i). 2 6 ee se se . 2,40. 10-* 
Milchséureproduktion. .. ...... . . 0,98. 10-8 


Milchséure wurde nach Wendel und Goldscheider® bestimmt. wobei 
lLeem Suspension dem Gemisch von | cem Metaphosphorséure und 6 cem 
destilliertem Wasser zugesetzt wurde. Da Kahlbaums ,,Schwefelsdure zur 
Bestimmung der Milchséure** nach Mendel und Goldscheider manchmal 
schon im Blindversuch ohne Zusatz von Milchséure eine Rotfarbung zeigt 
(entsprechend ungefahr 1 mg-°,, Milchséure), haben wir stets die kaufliche 
Schwefelséiure mit Kaliumbichromat destilliert. Dadurch konnten wir fiu 
unseren Versuch hinreichend reine Schwefelsaure herstellen. 


Zusammenfassung. 

Es wurde der Einflu®B verschiedener Bedingungen auf die Atmung 
und Garung von B. diphtheriae untersucht: px, Temperatur, Kultur- 
dauer, Salzkonzentration, Verschiederiheiten je nach den Substraten, 
Zusatz von Methylenblau und Monojodessigsiure usw. Unter den 
Zuckern wird Glucose am leichtesten veratmet und vergoren. Schon 
in einer Konzentration von 5 Millimol und weniger zeigt sie die 
maximale Geschwindigkeit, wahrend die anderen angreifbaren Zucker 
erst in Konzentrationen von 50 bis 100 Millimol maximal abgebaut 
werden. Die respiratorischen Quotienten der Zucker, Milchsdure 
und Essigséure sind 1, entsprechend vollkommener Oxydation. Brenz- 
traubenséure und Glycerin werden unvollstandig oxydiert. Unter 
den Aminosiuren werden Asparagin und Glutaminsiure am_ besten 
veratmet. In Bouillon oder synthetischen wachstumsfahigen Medien 
wird die Atmung um 100 bis 200°, erhéht. Cystinzusatz steigert 
die Veratmung von Asparaginat sehr, wahrend er auf die von 
Glucose und Acetat ohne Wirkung ist. Monojodessigsiure hemmt 
Atmung und Garung gleich stark. Es wurde kein px gefunden, 
bei dem die beiden Funktionen isoliert werden konnten. Die Atmunzs- 
hemmung der Monojodessigsiure wechselt mit den Substraten. Durch 
anaerobe Garung entstehen aus 1 Mol Glucose 2,2 Aquivalente Sauren, 
die hauptsachlich aus Ameisensiure und Milchsiure und wenig Essig- 
sdure und Bernsteinsaéure bestehen. 

1 Diese Zeitschr. 258, 467, 1933. — * Ber. Jap. Biochem. Ges. 7, 213, 
1933. — ® Diese Zeitschr. 164, 164, 1925; 202, 390, 1928. 
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Protokoll 1. 


Bestimmung des respiratorischen Quotienten. 
B. diphtheriae pro GefiB 4,42 emm. Suspensionsfliissigkeit : Na Cl-Phosphat 


(pu 7,46) mit 2°, Fructose. 





Nr. der Gefabe: 1 2 
Flissigkeits- 7 Si 
volumen (cem)| UF 
Gasraum (cem)) 


{2,0 Bae. susp. : 
10,2 10°), KOH Up 
am 14,65 


{2,0 Bae. susp. 

(0,2 3n H_SO, 
Ug = 18,99 
ko, = 1,24 
keo, = 1:35 


Gefifkonstante | ko, = 1,29 
(qmm) . 


Druckanderung: Zugegeben bei ty: 


3 
_ {2,0 Bae. susp 
Ur= \0,2 8n H.80, 
Ug = 18,60 
koo, = 1,64 


koo, = 1,75 


Druckanderung: 





20° —19,0 mm hy = +29,5mm 20° —2,5mm 
¢ oils 4 © > ») —_ ODA 
20 185,  [aco,], 39,8cemm 20 2.5 
20 —185 2"3 20 -25 , 
h = — 56 h - 7,5 mm 
XO, ~ 72,4 emm Kingekippt bei ¢: 
hs + 27,5 mm 
lrco, |, + 48,2 cmm 
Sauerstoffverbrauch: —72,4emm. Druckabnahme durch O,-Verbrauch 


in GefaB 3: — 72,4/1,64 —44,.2mm. Druckzunahme durch freie CO, 


allein in GefiB 3: —7,5 + 44,2 = + 36,7mm. Gebildete freie CQ,: 36,7 
. 1,75 = 64,2 cmm. Gebildete chemisch gebundene CQO,: 48,2 — 39,8 


8,4cemm. Gebildete Gesamt-CQ,: 64,2 + 84 = 
torischer Quotient: 72,6/72,4 = 1,00. 


72,6 cmm. 


Respira- 
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Bemerkungen 
mu einigen Abhandlungen iiber Propepsin und Prochymosin. 
Von 
S. P. L. Sorensen, Heinz Holter und Bent Andersen. 
(Aus dem Carlsberg Laboratorium, Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 29. Mdrz 1934.) 


Der Grund dafiir, daB wir einige in jiingster Zeit erschienene Ab- 
handlungen hier besprechen wollen, ist der, daB sie uns die Gefahr einer 
Verwirrung der Beziehungen zwischen den im Titel genannten Stoffen 
zu bergen scheinen. Es handelt sich um folgende Arbeiten: R. Ege und 
P. Menck-Thygesen, ,.\Uber die Aktivierung des Propepsins® (1); P. Menck- 
Thygesen, ,,Eine klinische Pepsinbestimmungsmethode™ (2); R. Ege und 
E. Lundsteen, ,,Uber die Aktivierung des Prochymosins* (3); J. S. Kleiner 
und H. Tauber, ,,The Isolation of Prorennin* (4); H. Tauber und J.S. 
Kleiner, ,,Die milchkoagulierenden Enzyme der Magenschleimhaut und 
ihre Zymogene* (5). 

Die Arbeiten (1) und (3) lauten darauf hinaus, die Séureaktivierung 
von Propepsin und Prochymosin in Praparaten zu untersuchen, deren 
Gehalt an praformiertem aktivem Enzym vorerst durch irreversible Alkali- 
inaktivierung auf ein Minimum gebracht wurde. Die Aktivierung wird 
verfolgt mit Hilfe einer MeBmethode, die es erméglicht, Saureaktivierung 
wihrend des Me8vorganges selbst auszuschlieBen. (1) und (3) erganzen 
einander und sind beide mit einer in (1) und (2) beschriebenen Methodik 
ausgefiihrt, naémlich der bei pH 5 vorgenommenen Messung der milch- 
koagulierenden Wirkung der zu untersuchenden Enzympréaparate. Wir 
werden auf einige rein methodische Fragen weiter unten zuriickkommen ; 
an das Bestimmungsprinzip selbst kniipfen sich folgende Bedenken: 

Definieren wir die milchkoagulierende Aktivitat eines Enzym- 
praparats bei neutraler bis schwach saurer Reaktion als dessen Lab- 
wirkung, die proteolytische Aktivitit desselben Praparates bei pu ~ 2 
als dessen Pepsinwirkung, so diirften darin die meisten Enzymchemiker 
uns beistimmen. Nicht se leicht ist es bekanntlich, die substantielle 
Grundlage dieser Wirkungen, das oder die dafiir verantwortlichen 
Enzyme, zu definieren. Wir haben hier weder auf die historische 
Entwicklung einzugehen, noch zu Fragen, die noch umstritten sind, 
Stellung zu nehmen; das, worauf es hier ankommt, ist die Tatsache, 
daB die in (1), (2) und (3) verwendete Methodik eine Bestimmung 
der Labwirkung darstellt, und die Frage, wie die Autoren deren+«An- 
wendung zur Pepsinbestimmung rechtfertigen. 

In (1) finden sich als Begriindung fiir das methodische Prinzip, Pepsin- 
mengen durch Messung der Labwirkung zu bestimmen,. folgende Satze: 
Ohne die Frage der Identitaét oder der Nichtidentitat des Pepsins und des 
Chymosins hier niher erértern zu wollen, geben wir der Auffassung Ausdruck, 
da8 das Pepsin. wenngleich — insbesondere bei jungen Tieren — méglicher- 











200 S. P. L. Sorensen, H. Holter u. B. Andersen: 


weise spezifische Chymosine existieren, das Vermégen besitzt, das Caseinoge: 
zum Koagulieren zu bringen, und wir halten uns berechtigt, das einen 
Schweinemagenextrakt innewohnende Aktivititsvermégen, eine Koagulatio: 
der Milch herbeizufiihren, als Ausdruck des Pepsingehaltes des Priiparates. 
nicht aber als Anzeichen des Vorhandenseins eines besonderen Chymosin- 
zu nehmen. Von der Stichhaltigkeit dieser Ausfiihrungen ausgehend 
werden wir den Gehalt eines Schweinemagenextraktes an praformierten 
Pepsin und Propepsin ohne Schwierigkeit bestimmen kénnen, indem dic 
Reaktion, mittels welcher die Pepsinaktivitat — nach dem Vermégen des 
betreffenden Extraktes, die Koagulation von Milch herbeizufiihren, ge 
messen —— bestimmt wird. derart gewahlt werden kann, daB wahrend de) 
Bestimmung selbst keine Aktivierung des Propepsins stattfindet ; auf dies: 
Weise wird diese Methode die Bestimmung der Bedingungen fiir die Akti 
vierung des Propepsins in einfacher Weise erméglichen® (S. 14). Weite: 
findet sich in dieser Arbeit nichts iiber diese Frage. 

In (2), wo dieselbe Methode zur Bestimmung des Pepsingehaltes mensch- 
licher Ventrikelsekrete vorgeschlagen wird, lautet die entsprechende Stelle 
(iibersetzt): ,,Bekanntlich haben, auBer dem spezifischen Labenzym, auch 
proteolytische Enzyme koagulierende Wirkung auf schwach saure Milch- 
lésungen. Denkt man sich eine Lésung, die als einziges Enzym Chymosin 
enthalt, so wird deren Koagulationsaktivitaét ein Ausdruck fiir die Starke 
der Lésung beziiglich des Chymosins sein, und ebenso wird eine Lésung. 
die als einziges Enzym Pepsin enthalt, durch die Koagulation der Milch 
lésung ein MaB der Pepsinkonzentration geben. Darauf, wie die Enzyme 
eventuell einzeln gemessen werden, wenn beide Enzyme in der Lésung 
vorhanden sind, soll hier nicht naher eingegangen werden™ (S. 1221). 
(,,Hier‘* bedeutet in diesem Falle die ganze Abhandlung, in der sich nichts 
weiter iiber diese Frage findet.) 

Die Berechtigung des Pepsinbestimmungsverfahrens von Ly 
und Menck-Thygesen hingt davon ab, ob die Enzympraparate, die 
sie untersuchen [in (1) ein Extrakt aus Schweinemagenschleimhaut], 
Pepsin- und Labwirkung stets in einem konstanten, unter den Be- 
dingungen der Versuche unverriickbaren Verhaltnis zeigen. Diese 
Frage ist von ihnen nicht untersucht oder auch nur erwahnt worden, 
es ist auch nicht auf diesbeziigliche Literaturangaben hingewiesen 
worden. Es kann nicht unsere Aufgabe sein, diese (sehr sparlichen) 
Literaturangaben hier beizubringen; doch wiirde aus ihnen hervor- 
gehen, da das Pepsin-Labwirkungsverhaltnis bei Schweinemagen- 
praparaten konstant und Hyge—Menck-Thygesens Methodik in diesem 
Falle berechtigt sein diirfte. 

Dasselbe trifft} wahrscheinlich fiir menschlichen Magensaft (2) zu: 
doch hatten wir uns auf Grund des zur Zeit der Verdffentlichung von (2) 
bekannten Versuchsmaterials [die neuesten dieser Versuche stammen von 
Andersen (6)] nicht fiir berechtigt gehalten, die Annahme als bewiesen 
anzusehen. Spater (10) hat Menck- Th ygesen angegeben, daB er vergleichende 
Versuche an Ewald-Probemahlzeiten mit Fuld-Eges Pepsinbestimmungs- 
methode und der Milchkoagulationsmethode ausgefiihrt hat und dal 
diese — nicht veréffentlichten — Versuche Ubereinstimmung der beiden 
Methoden gezeigt hatten. 
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Wie gefahrlich aber die unbedenkliche Substituierung der ,,Pepsin- 
bestimmung fiir Messungen der Chymosinwirkung werden kann, 
zeigt am besten Abhandlung (3). Hier wird dieselbe Methode zur 


Chymosinbestimmung angewendet: .,Das Prochymosinpraparat, mit 
welchem wir gearbeitet haben, wurde durch Extraktion aus getrock- 
netem Kalbsmagen (vierter Ventrikel) hergestellt’’ (S. 165)... ,,Die 


Chymosinbestimmungen wurden nach Ege und Thygesen vorgenommen. 
Die Technik fiir die Chymosin- und Pepsinbestimmung! bedarf keiner 
Erlauterung’ (S. 165). Eines der Ziele der Arbeit ist, Bigenschaften 
von Pepsin und Chymosin miteinander zu vergleichen. 

Nun ist zur Zeit der Veréffentlichung von (3) hinlanglich bekannt 
gewesen (vor allem durch Untersuchungen von Hammarsten), daB das 
Verhaltnis von Pepsinwirkung zu Labwirkung beim Kalbsenzym 
variiert, experimentell verschoben werden kann, was in der langen 
Diskussion iiber die Identitat von Pepsin und Chymosin schlieBlich 
ausschlaggebend gewirkt hat, in dem Sinne, daB beim Kalbe die Ko- 
existenz zweier substantiell verschiedener Enzyme, Pepsin und Chy- 
mosin, anerkannt ist. Hge und Lundsteen scheinen zu meinen, dab die 
Labwirkung des Chymosins die des Pepsins beim Kalbe soweit iiber- 
trifft, daB die gefundenen Effekte ohne weiteres im wesentlichen dem 
Chymosin zugeschrieben werden kénnen. Dies geht aus folgenden 
(und einzigen darauf beziiglichen) Stellen hervor: ,,Wie aus einem 
Vergleich dieser Versuche mit denjenigen von Eae und Thygesen 
hervorgeht, scheint dcr Aktivierungsverlauf eines Schweinemagen- 
extraktes (Propepsin) und eines Kalbsmagenextraktes (Prochymosin) 
in groben Ziigen tibereinzustimmen™ (S. 169)... Da fiir diese Akti- 
vierungsversuche Kalbsmagenextrakt benutzt wurde, sollten sie vor- 
wiegend Chymosin (bzw. Prochymosin) enthalten‘ (S. 170). 

Als direkte Fortsetzung der zuletzt zitierten Stelle folgt folgender 
Absatz: ,,Der im Versuch bei 39,59 benutzte Extrakt wurde bei deutlich 
alkalischer Reaktion extrahiert, um nebenbei eine Destruktion etwa 
vorhandenen Pepsins (Propepsins) zu erreichen. Es ist uns indessen 
— im Gegensatz zu Kleiner und Tauber — nicht gelungen, ein von 
Pepsinaktivitat? vollstandig freies Produkt zu gewinnen; das Praparat, 
mit welchem wir arbeiten, besitzt aber eine Labaktivitét, welche 
seiner Pepsinaktivitat? gegeniiber zehnmal so groB ist als diejenige 

1 Es handelt sich hier stets um dasselbe. bald Pepsin-, bald Chymosin- 
bestimmung genannte Verfahren. — * Wir verstehen nicht, was mit det 
hier erwahnten Pepsinaktivitat gemeint ist. Es kann sich denn doch wohl 
kaum um eine Bestimmung durch Milchkoagulation nach (1) handeln; ist 


aber eine proteolytische Aktivitét bei saurem px gemeint, nach welcher 


Methode wurde sie dann bestimmt? Bezieht sich die Angabe auf aktives 
Enzym, Proenzym oder deren Summe? Es findet sich in der Arbeit nicht 
mehr dariiber, als die hier zitierten Satze. 
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des Armour-Pepsins™ (S. 171). Es geht daraus hervor, daB beabsichtig: 
war, ,,etwa vorhandenes Pepsin (Propepsin)** zu destruieren, weil 
man dem Titel der Abhandlung nach Chymosin untersuchen wollt: 
Da aber der zu diesen Sadureaktivierungsversuchen benutzte Kalbs- 
magenextrakt bei px 8,4 angefertigt wurde (Tabelle S. 167), kann 
von einer Destruktion des Propepsins jedenfalls kaum die Rede sein 
Denn nach Ege und Menck-Thygesen{(1) 8.14] ist Propepsin — bei 
pu 8,3 stabil: gerade dieser Umstand erméglicht die experimente!l|: 
Trennung der aktiven Pepsinform vom Propepsin. 


Wir haben also tatsachlich folgende Sachlage: Ein Kalbsmagen- 
extrakt, der Pepsin und Chymosin, Propepsin und Prochymosin enthalt 
wird inaktiviert durch Anwendung einer Alkalinitit, bei der Propepsin 
und Prochymosin stabil sein sollen. Hierauf wird mit Saéure aktiviert 
Die Saéurebehandlung fiihrt, wie wir von friiher (Ege und Menck 
Thygesen) wissen, eine Aktivierung des Propepsins mit sich; die Akti- 
vierung des Prochymosins ist unbekannt und soll studiert werden 
Die Aktivierung erfolgt mit Hilfe einer Bestimmungsmethode, dic 
die Summe beider Enzyme bestimmt und die Méglichkeit einer Diffe- 
renzierung prinzipiell nicht bieten kann. Gleichwohl werden die Re- 
sultate dieser Untersuchung dazu benutzt, die Aktivierung von Pro- 
chymosin (Ege und Lundsteen) mit der von Propepsin (Ege und Menck- 
Thygesen) zu vergleichen [(3) Abb. 2]. 


Wir haben in dieser Kritik das Ziel verfolgt, soweit als méglich nur die in 
den besprochenen Arbeiten enthaltenen Widerspriiche aufzudecken, ohne 
selbst dazu Stellung zu nehmen. Hier sind jedoch zur scharferen Beleuchtung 
der eingeschlagenen Untersuchungsweise einige Erlauterungen am Platze: 


Pepsinwirkung 


Setzt man das Verhaltnis beim Schwein = 1, so ist es beim 


Labwirkung 

Kalb ungefahr 0,26 — 1,08 variierend mit Enzympraparat, dessen Alter 
und dem Alter des Tieres — entsprechend der Existenz zweier Enzyme 
beim Kalb. Zu Vergleichszwecken sei der Quotient fiir erwachsene Rinder : 
~ 3, Menschen: ~ 5 und Hunde: ~ 25angefiihrt. Gerade bei Schweine- 
und Kalbspraparaten ist der Unterschied also so gering, daB es unzulassig ist, 
die einen kurzweg als ,,Propepsin‘‘, die anderen als .,Prochymosin“® zu 
bezeichnen. Die absolute GréBe der Labwirkung besagt hier gar nichts: 
Nur vergleichende definitionsmaSige Bestimmungen der beiden Enzym- 
wirkungen geben Aufklirung!. Die hier gegebenen Zahlen sind erst nach 
dem Erscheinen von (3) publiziert worden (7). Dies tut aber nichts zur 
Sache; erstens finden sie sich zum Teil gr6BenordnungsmaBig bei Hammar- 
sten und zweitens hatten diese Verhaltnisse eben als Vorarbeit untersucht 
werden miissen. 


Wir kénnen nicht mehr als das zum Verstaéndnis unserer Kritik 
unbedingt Nétige hier zitieren und miissen es uns daher versagen, auf dic 


! Die einzige Andeutung einer solchen Bestimmung findet sich in det 
auf S. 203 zitierten und in der Fu8note kommentierten Stelle: (3), S. 171. 
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zahlreichen Stellen hinzuweisen, in denen begriffliche und termino- 
logische Schwierigkeiten ahnlich zu umgehen gesucht werden, wie in 
der angezogenen Stelle von (3) S. 171: ,,um nebenbei eine Destruktion 
etwa vorhandenen Pepsins (Propepsins) zu erreichen’*. Derartige 
eingeklammerte Beifiigungen finden sich mehrfach, von ,,Chymosin 
(Prochymosin)** bis zu ,,Chymosin (bzw. Pepsin), und sie illustrieren 
am besten die sachliche Verwirrung, die es unméglich macht, die den 
publizierten Resultaten zugrundeliegenden Realitaten zu beurteilen 
und die uns die nicht angenehme Aufgabe dieser Kritik als eine Pflicht 
erscheinen lie. 

Ahnliche Verhaltnisse treffen wir bei den Abhandlungen (4) 
und (5). Auch diese Untersuchungen sind mit einheitlicher Methodik 
der Enzympraparation und -Bestimmung ausgefiithrt. Auch hier 
wird ein Extrakt aus Schweinemagenschleimhaut, bereitet mit einer 
CaCO,-Suspension, ohne weiteres mit Propepsin, ein ebenso aus Kalbs- 
magenschleimhaut dargestellter mit Prochymosin identifiziert. (Die- 
selben Namen erhalten dann die aus den respektiven Extrakten durch 
Fillung mit MgSO, darstellbaren trockenen Pulver). Der Vergleich 
der Extrakte ergibt in (5) Verschiedenheiten zwischen Propepsin und 
Prochymosin: Die wichtigste ist die, daB das eine Labwirkung zeigt, 
das andere nicht. ,,Zum Vergleich wurde ein CaC O,-Extrakt der Mukosa 
des vierten Kalbsmagens vom px 7,4 bereitet. 1 cem dieses Extraktes 
koagulierte unter denselben Bedingungen 220 cem Milch in 10 Minuten 
bei 40°. Das Prochymosin besitzt also eine Labwirkung'!, dadurch unter- 
scheidet es sich vom Propepsin™ [(5) S. 206], und in der Zusammen- 


fassung: .,Das Zymogen des Pepsins (Propepsin) unterscheidet sich 
vom Zymogen des Chymosins (Prochymosin): Propepsin kann Milch 
nicht koagulieren*’ (S. 207). — Hingegen hei®t es in (4), einer Ab- 
handlung, auf die in (5) wiederholt — auch in der Zusammenfassung 

hingewiesen ist: ,,Summary: 1. Experimental evidence has been 


given, which proves the existence of a precursor of rennin. 2. The pre- 
cursor has been isolated in a water-soluble dry form, free of rennet 
activity“! (S. 758). Und dieses Resultat ist mit derselben Bestimmungs- 
methode (Milchkoagulation) gewonnen worden mit ,,an aqueous CaCQ, 
extract of the mucosa of the fourth stomach, py 7,4°° (S. 757) und wird 
auch hervorgehoben im letzten Satz der Diskussion: ,,.The fact is that 
the prorennin, as shown in Experiment 5, is present in the mocusa 
in an inactive form and is activated by HCI” (S. 758). Die tiber- 
raschende Koexistenz dieser genau entgegengesetzten Befunde wird 
in (5) — der spateren Arbeit — mit keinem Wort erwahnt, ebensowenig 
in einer ganz kiirzlich erschienenen Abhandlung (11), in der auf (4) 
und (5) hingewiesen wird. 


1 Von uns hervorgehoben. 
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Demgegenitiber ist eine Stelle wie (4): ,,Experiment 4 — 50cem 0! 
the original calcium carbonate extract were adjusted to py I with 0,04, 
HCI** [(4) 8. 756] wohl mehr als Kuriosum oder Druckfehler zu werte: 
wichtiger ist die Tatsache, daB sich in den Abhandlungen (4) und (5 
zwar einige qualitative Versuche iiber die Pepsinwirkung des aktivierten 
Schweinemagenpraparates (Fibrinverdauung) finden, doch nicht em Ver- 
such tiber die Pepsinwirkung des Kalbsmagenpraparates. 

SchlieBlich seien noch der in (1), (2) und (3) beschriebenen und 
gebrauchten Methodik einige Bemerkungen gewidmet. Ege und Lund 
steen (3) vergleichen sie mit der von Holter (8) angegebenen und von 
Andersen (6) weiter untersuchten Methodik und ziehen sie dieser vor 
Wir haben dagegen nicht das geringste einzuwenden, glauben auch, 
daB die starke Pufferung des Substrates eine sehr wertvolle und fii 
viele Arbeiten wesentliche Verbesserung gegeniiber genuiner Milch, 
vorstellt, daB es fiir die Zwecke der vorliegenden Untersuchung vor 
ziiglich geeignet und die Bestimmungsweise der Koagulationszeit tii 
dieselben Zwecke geniigend genau ist. 

Eine weitere Erérterung dariiber, ob zwischen Enzymkonzentration 
und Gerinnungszeit umgekehrte Proportionalitét besteht [vgl. (1). 
(2), (9), (LO)] halten wir fiir itiberfliissig, da der Standpunkt des Carls- 
berg-Laboratoriums in dieser Frage inzwischen von Ege und Mit- 
arbeitern anerkannt worden ist. Auch Ege und Lundsteen (3) finden 
nunmehr eien Gang in den Produktzahlen: Enzymkonzentration 
x Koagulationszeit, dessen rechnerische Eliminierung sie jedoch fii 
unwesentlich halten: ,,Diese Korrektion ist ohne gréBere Bedeutung 
und wurde in der vorliegenden Arbeit nicht benutzt** (S. 167). Es 
ist nicht unsere Sache, die Bedeutung der Korrektion zu beurteilen: 
fiir uns hat es sich nur um die Klarstellung und Anerkennung des 
Effektes gehandelt, den wir, da er unserer Meinung nach fiir die Lab- 
gerinnung wesentlich ist, nicht als ,,svstematischen Fehler‘ [(3), S. 166) 
bezeichnen kénnen. Es ist bei den im Carlsberg Laboratorium aus- 
gefiihrten Untersuchungen mehrfach darauf hingewiesen worden, 
da der Vorgang der Labgerinnung seinem Wesen nach der Rege! 
Crnzym.¢ = k im allgemeinen nicht folgt. Das stérende Glied, am 
leichtesten zu interpretieren als der Zeitraum, den die eigentliche 
Gerinnung erfordert, kann sich gegeniiber der Wirkungszeit des 
Enzyms in verschiedenem Mabe geltend machen, je nach den 
Bedingungen, die teils willkiirlich variiert werden kénnen, teils sich 
unserem Einflu8 vorlaufig entziehen. In gewissen Fallen kann es 
zweifellos vernachlaissigt werden, aber auch dann ist durch genaue 
Definition der dies bewirkenden Bedingungen auf dessen Existenz 
Riicksicht zu nehmen. 


* Von uns hervorgehoben. 
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Zusammenfassung. 

Der Zweck dieser Kritik ist: 

1. zu zeigen, da8 man bei Untersuchungen itiber die Beziehungen 
zwischen Pepsin und Chymosin grundsatzlich zwischen den beiden 
enzymatischen Wirkungen zu scheiden hat, und an Hand der angefiihrten 
Zitate vor den Gefahren zu warnen, die eine Vernachlassigung dieses 
Grundsatzes mit sich fiihrt. 

2. neuerlich zu betonen, dab bei Enzymbestimmungen, die auf 
der Beobachtung des Gerinnungsvorganges beruhen, die Eigentiimlich- 
keiten dieses Vorganges beachtet werden miissen. 


Literatur. 
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Uber eine stufenphotometrische Bestimmung des Histidins. 
Von 
Regine Kapeller-Adler. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Wiener Universitit.) 
(Eingegangen am 24, April 1934.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Vor kurzem! habe ich eine kolorimetrische Histidinbestimmungs- 
methode angegeben, welche darauf beruht, da Histidin zunachst 
mit einer Lésung von Brom in Essigsdure vorsichtig in Reaktion gebracht 
und hierauf mit einem Ammoniak-Ammoncarbonatgemisch umgesetzt. 
beim Erwarmen eine tiefblauviolette Fdrbung liefert. Da fiir diese Farb- 
reaktion das Beersche Gesetz Giltigkeit besitzt, war es nicht schwer, 
diese Umsetzung zu einer stufenphotometrischen Histidinbestimmungs- 
methode auszugestalten. 

In der oben erwahnten Arbeit findet sich eine genaue Beschreibung 
der Untersuchungsmethode von biologischen Fliissigkeiten auf Histidin. 


Zur stufenphotometrischen Histidinbestimmung werden aliquote Teile 
der nach der gegebenen Vorschrift hergestellten Lésung in einer Mel- 
eprouvette tropfenweise mit n/10 Kaliumpermanganatlésung bis zum 
Bestehenbleiben einer schwachen Rosafirbung versetzt. Nach kurzer Zeit 
verschwindet die Rosafarbung und es resultiert eine wasserhelle Fliissigkeit, 
Sollte jedoch die Untersuchungslésunig noch einen gelben Farbton aufweisen, 
so wird weiter n/10 Kaliumpermanganatlésung tropfenweise hinzugefiigt. 
Die Flissigkeit soll unter allen Umstanden vor der eigentlichen Histidin- 
bestimmung vollkommen klar und farblos sein. Mitunter kommt es bei der 
Oxydation der Lésung mit Kaliumpermanganat zu einer Braunsteinbildung. 
Bringt man in diesem Falle die Eprouvette fiir einige Minuten in ein Becher- 
glas mit heiBem Wasser, so geht der braune Niederschlag in Lésung. Die 
vollkommen erkaltete, wasserklare Fliissigkeit wird nun tropfenweise mit 
dem Bromreagens bis zum Bestehenbleiben einer schwachen Gelbfarbung 
versetzt. Sollte diese schon nach ganz kurzer Zeit verschwinden, so fiigt 
man noch einige Tropfen des Reagens hinzu. Die Reaktion ist dann als 
beendet aufzufassen, wenn die schwache Gelbfarbung durch 10 Minuten 
unverandert bestehen bleibt. Nach dieser Zeit gibt man 2 cem des bereit- 
gehaltenen Ammoniak-Ammoncarbonatgemisches hinzu und bringt die 
Eprouvette fiir 5 Minuten in ein Becherglas mit kochendem Wasser. Die 
Lésung farbt sich hierbei intensiv violett, welche Farbung ihr Maximum 
in der Kalte erreicht. Der Eprouvetteninhalt wird vollkommen erkalten 
gelassen und kann gleich der stufenphotometrischen Untersuchung zu- 
gefiihrt werden. Bei Bestimmungen in reinen Histidinlésungen wird mit 
96 °.igem Alkohol, bei Untersuchungen von biologischem Material mit dem 


1 Diese Zeitschr. 264, 131, 1933; vgl. J. Knoop, Beitr. z. chem. Phys. 
u. Pathol. 11, 356, 1908; Hunter, Biochem. J. 16, 638, 1922. 
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Ammoniak-Ammoncarbonatgemisch bis zur Marke 15 aufgefilllt und gut 
durchgemischt. Die stufenphotometrische Messung wird unter Vorschaltung 
des Filters S 50 in einer Kiivette von 5 bzw. 2.5mm Schichtdicke vor- 
genommen und ist bei der Untersuchung von biologischen Fliissigkeiten 
innerhalb einer halben Stunde nach dem Verdiinnen mit dem Ammoniak- 
Ammoncarbonatgemenge durchzutiihren. In reinen Histidinlésungen kann 
die stufenphotometrische Messung auch nach Stunden vorgenommen werden. 
Als Kompensationsfliissigkeit benutzt man bei der Untersuchung biologi- 
schen Materials das Ammoniak-Ammoncarbonatgemisch, bei reinen Histidin- 
lésungen 96 °>igen Alkohol. 


Die Abb. 1 und 2 versinnbildlichen die Eichkurven fiir die Kon- 
zentrationsbestimmung von Histidinlésungen. 


Bei der in der Abb. 1 90 
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Abb. 1. 
Histidin in mg pro 15 ecem der vorschriftsgemah 
hergestellten Farblisung bei einer Schichtdicke 
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Schiehtdicke 5mm in Ab- Abb. 2. 

hangigkeit von der Konzen- Histidin in mg pro 15 cem der vors¢ hriftsgemass 
; ‘ ‘ hergestellten Farblisung bei einer Schichtdicke 

tration eingetragen. Bei von 5mm unter Vorschaltung des Filters S 50. 


Benutzung dieser Eichkurve 

muB also zunachst zu jeder Ablesung der Wert von log 1/P) in der oben 
erwaihnten Tabelle aufgesucht werden. Zu den so ermittelten Werten 
kann man dann die Konzentration aus der Kurve entnehmen. 


Mittels dieser Methode wurden zundchst Bestimmungen an ge- 
stellten Histidinlésungen durchgefiihrt. Die Resultate waren sehr 
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befriedigend. Nach diesen Untersuchungen wurden stufenphotometrisch: 
Bestimmungen an entsprechend aufgearbeiteten Caseinhydrol ysaten 
vorgenommen. Das Ergebnis findet sich in der nachfolgenden Tabelle 


Vergleichsweise habe ich auch die von mir friiher mittels dieser Methode 


kolorimetrisch bestimmten Werte und Literaturzahlen angefiihrt 


Die fiir das Casein 
Tabelle. 


ee migra stufenphotometrisch er- 
Histidingehalt des Caseins in Prozenten. 


mittelten Werte — sind 





Stufenphoto- Kolori- eee etwas niedriger als die 
“ane metrisch Literaturwerte : . 

mit derselben Methode 

3,4—3,8 (Lautenschliiger, kolorimetrisch bestimm- 

3,48 4.09 | Zeitschr.f. physiol. Chem. ten und stimmen gut 

102, 243, 1928) Se hans Bidbew mre 

3.66 414 mit de n Literaturzahlen 
3,70 liberein. 


Zusammenfassung. 


Es wird eine stufenphotometrische Methode zur Histidinbestimmung 
in reinen Lésungen und biologischen Fliissigkeiten angegeben. 


1 Vgl. diese Zeitschr. 264, 133, 1933. 
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Uber den Abbau hochpolymerer Kohlenhydrate sowie von 
Milchsdure und Brenztraubensiure im Lichte der Quarzlampe. 
Von 
Fritz Lieben, Luise Léwe und Bella Bauminger. 

(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat in Wien.) 
Ausgeftihrt mit Unterstiitzung der Seegen-Stiftung der Akademie der 
Wissenschaften in Wien. 


(Eingegangen am 27. April 1934.) 


In der vorliegenden Arbeit wurde der Abbau von Starke, Glykogen, 
Inulin und einem Dextrin im Lichte einer schon langere Zeit gebrauchten 
Quarzquecksilberdampflampe von Heraus (220 Volt  Gleichstrom, 
2000 HK) in quantitativer Beziehung studiert. 


Nach den bekannten Untersuchungen Neubergs! wurde der Abbau der 
Starke unter dem Einflu8 ultravioletten Lichtes von Massol?, sowie Bielecki 
und Wurmser® untersucht. Der erstere fand eine reduzierende Wirkung, 
die er auf Maltose bezog. Von den letzteren wurde das Auftreten von 
reduzierenden Kohlenhydraten, Formaldehyd, Carbonylsiuren usw. quali- 
tativ nachgewiesen. Die Wirkung von ultravioletten Strahlen auf Stdrke- 
kérner bzw. die Anderungen der kolloidalen Eigenschaften der Starke 
beobachtete Samec*; Untersuchungen von Kohlenhydraten aller Art und 
anderen Stoffen finden wir bei Palit und Dhar*; Zinkoxyd verstarkt die 
photochemische Oxydation.  SchlieBlich haben Navez und Rubenstein ® 
die Steigerung der diastatischen Starkehydrolyse in Gegenwart von Sensi- 
bilisatoren im gew6hnlichen und polarisierten Licht studiert. 


Wir bestrahlten Starke (Amylum solubile siceum Zulkowsky p. A.) 
in 0,25- und 0,5°,iger wasseriger Lésung: es wurden dazu wechselnde 
Mengen n/10 NaOH, sowie als Sensibilisator anthrachinondisulfosaures 
Natrium (0,1 °,iger Lésung) zugesetzt. 

Wir konstatierten einmal den Abbau der Starke auf Grund des 
Auftretens eines Reduktionsvermégens nach der Methode von Pary- 
Kumagawa-Suto, dann die Bildung von Milchséiure nach dem Ver- 


1 C. Neuberg, diese Zeitschr. 13, 305, 1908; 29, 279, L910; 39, 158, 1912; 
61, 315, 1914. — ? L. Massol, zit. nach Chem. Centralbl. 1911, I, 1686; 
1912, II, 494; es wurde auch Inulin belichtet. — * J. Bielecki u. R. Wurmser, 
diese Zeitschr. 48, 154, 1912; vgl. A. Ranec u. R. Wurmser, zit. nach 
Chem. Centralbl. 1921, III, 465. 1 M.S. Samec (mit Z. Antonovic), 
Kolloidechem. Beih. 23, 377, zit. nach Chem. Centralbl. 1927. II, 27. 
°C. C. Palitu. N. R. Dhar, J. of physical. Chem. 32, 1263; 34, 993, zit nach 
Chem. Centralbl. 1928, I], 2549; 1980, II, 2612. — ® A. BE. Navez u. B. B. 
Rubenstein, J. of biol. Chem. 95, 645, 1932. 
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fahren von Friedemann, Cotonio und Shaffer’. In gleicher Weise 
gleiche Konzentration, Bestrahlungsdauer, sonstige Versuchsbedin 
gungen — wurden Lésungen von Lnulin (Merck), Glykogen (Schuchhardt 
schlieBlich Dextrin (puriss. alcool. praeccip.) behandelt. 

Z.B. 100cem 0,25°,ige Lésung von Starke, Bestrahlungsdauer 3 Stunden 
im offenen GeféB, 15¢m senkrechter Abstand vom Brenner, Eiskiihlung. 
Pavy: 14,5°, reduzierende Substanz, Milchséure 1,4°,; Kontrollen im 
Brutofen bei 37° geben keinerlei Effekt. 


Tabelle. 





Reduktions- Reduktions- | 
wert in %» Milehsdure wert in %>5 Milchsaure 
a Ce der Substanz- in °/o der Sihetrs der Substanz-| in %/9 der 
Substrat menge Substrat- Substrat menge Substrat- 
als Glucose menge als Glucose menge 
berechnet berechnet 
Starke . .. 14 —15 1 —2 Inulin... 7,5-—8,3 | 5,6—6,4* 
Glykogen . . | 58— 6,1, 1,0—1,2 | Dextrin .. 11,6 2,2 





* Etwa die Hilfte dieses Milchsiurewertes ist auch in der unbestrahlten Inulinlisung 
nachzuweisen, 


Wir suchten auch etwas iiber die Natur der auftretenden redu- 
zierenden Substanzen zu erfahren. Wir zogen zu diesem Zwecke die 
neue kolorimetrische Methode von Tauber und Kleiner? heran, die zur 
Bestimmung von Monosen in Gegenwart von reduzierenden Biosen dient. 


Wird eine bestrahlte Starkelésung, 0,25°,ig, die z.B. 12,4°, redu- 
zierender Substanz enthalt, was einem 0,031°,igen Glucosegehalt ent- 
sprechen wiirde, nach Tauber-Kleiner kolorimetriert, so erhalt man eine 
Farbreaktion, die einer nur 0,0125° igen Glucoselésung zukommt. Es 
sind also neben Glucose noch zweifellos eine oder mehrere reduzierende 
Substanzen entstanden. Es kénnte sich um Waltose handeln, da ein Gemisch 
von 0,0125°, Glucose und 0,028°, Maltose, das einem Reduktionswert 
von 0,031°, Glucose nach Pavy entsprechen wiirde, dieselbe (blaue) Farb- 
starke gibt, wie eine 0,0125°,ige Glucoselésung allein bzw. wie die obige 
bestrahlte Starkelésung. (Die Anwesenheit von Starke modifiziert die 
Reaktion nach Tauber-Kleiner nicht wesentlich.) Es mégen allerdings 
noch reduzierende Stoffe mit 3C-Atomen (wie Glycerinaldehyd, Dioxy- 
aceton usf.) in sehr kleinen Mengen an der Farbreaktion mitwirken; einige 
von uns angestellte qualitative Versuche deuten auf deren Vorhandensein hin. 

Es hat uns interessiert, den Effekt der Bestrahlung auf die beiden 
Komponenten der Starke, Amylose und Amylopektin, getrennt zu 
untersuchen. 

Zu diesem Zwecke wurde das von Frau Gatin-Gruzewska® angegebene 
Verfahren angewendet; als Ausgangsmaterial diente Reis. In der durch 
Kieselgur filtrierten klaren Amyloselésung, die mit Jod eine rein blaw 


1 Th. E. Friedemann, M. Cotonio, Ph. A. Shaffer, J. of biol. Chem. 73. 
335, 1927; Th. E. Friedemann u. A.J. Kendall, ebenda 82, 23, 1928. 
2 H. Tauber u. I. S. Kleiner, J. of biol. Chem. 99, 249, 1932. — 3 Vgl. 
Abderhaldens Handb. d. biolog. Arbeitsmethod. Abt. I, Teil 5, 8.335. 
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arbe lieferte, wurde durch Hydrolyse mit 4°, HCl ein Gehalt von 15.4 °,, 
an reduzierender Substanz, in Prozenten des Trockenriickstandes, fest- 
vestellt. Eine Lésung, die an solehen zu Zucker hydrolysierbaren Kohlen- 
hydraten 0,13°, enthielt, ergab nach 2!/,stiindiger Bestrahlung 11,6°,, 
Reduktionswert nach Pary (L0ycem Lésung + 2c¢cemn/10 NaOH + 2 cem 
Sensibilisator). In der triiben Amylopektinlésung war an hydrolysierbarem 
Zucker, wie oben, 62,5°, des Trockenriickstandes vorhanden; die Lésung 
gab mit Jod eine violettrote Farbung. Nach 2!/,stiindiger Bestrahlung 
einer an hydrolysierbaren Kohlenhydraten 0,2°,igen Lésung wurde ein 
Reduktionswert nach Pavy von 12°, gefunden. 

Die Lichtwirkung ist wohl deswegen geringer als die bei der oben 
verwendeten 0,25 °%,igen Starkelésung, weil infolge der Herstellungs- 
bedingungen — beide Lésungen, besonders aber die Amyloselésung, 
einen hohen Salzgehalt aufweisen, der den Effekt der Bestrahlung 
hemmt. Die Lésungen geben auch nach der Bestrahlung die unveranderte 
hlaue baw. violettrote Farbreaktion mit Jod. 


Il. 
Wir haben ferner den Abbau von Milchsdure und — vergleichend - 
von Brenztraubensdure in schwach alkalischer Lésung im Quarzlampen- 
licht studiert. 


Die Belichtung von Milchsaéure ist seit Newbergs Versuchen (Il. c.) 
neuerdings von Burns! bearbeitet worden; Bestrahlung unter O,-AusschluB 
fiihrte hauptsachlich zu Alkohol und CO,; bei O,-Zufuhr wird das Auftreten 
von Formaldehyd, Acetaldehyd, Essigsiure, Peroxyden usw. angegeben; 
iiber Bestrahlung von Brenztraubensaéure in Lésung liegen neuere Versuche 
von Dirscherl® und K. Meyer*® vor. Der erstere konstatiert dabei das Auf- 
treten von Acetoin (bei héherer Konzentration, 0,2 bis 5 mol. Lésung). 
Der letztere belichtet mit elektrischen Gliihlampen, untersucht den Einflu8 
verschiedener Sensibilisatoren und findet als Hauptoxydationsprodukt 
Oxalsiure. 

Wir bestrahlten in etwa 0,1°,iger Lésung, die Milchséure lag in einigen 
Versuchen auch als Lithiumsalz vor (z. B. 100 cem + 2cem n/l0 NaOH 

2cem Sensibilisator). Zur Bestimmung diente die Methode von Friede- 
mann, Cotonio und Shaffer (|. c¢.), mitunter wurde auch die Kolorimetrie 
nach Dische und Laszlo fiir die Milchséure herangezogen; bei den Versuchen 
mit Brenztraubenséiure wurde eine Reduktion mit Zink in saurer Lésung® 
der Bestimmung nach Friedemann usw. vorgeschaltet. Die Versuchs- 
bedingungen, auch der Sensibilisator, waren die gleichen wie oben. 

Es zeigte sich, da der Abbau der Brenztraubensaure sich bedeutend 
rascher vollzieht als der der Milchséure. Bei gleicher (also praktisch 
iquivalenter) Konzentration der Lésungen und dreistiindiger Be- 
strahlung wurde z. B. in einer 0,114 °,igen Milchséurelésung der Abbau 


1G. R. Burns, zit. nach Chem. Centralbl. 1929, LI, 3124; 1981, 1, 768. — 
* W. Dirscherl, H. 188, 225, 1930; 201, 78, 1931. — 3 K. Meyer, J. of biol. 
Chem. 108, 39, 1933. — 4 Z. Dische u. D. Laszlo, diese Zeitschr. 187, 344, 
1927. — ° F. Lieben, ebenda 135, 240, 1922; vgl. auch A. J. Kendall u. 
Th. E. Friedemann, zit. nach Ronas Ber. 59, 21, 1930. 
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bis auf 37°%, der vorhandenen Menge, in 0,114 %iger Brenztrauben 
siurelésung bis auf 17,8°% vollzogen. Eine Acetaldehydbildung au: 
Milchséure liBt sich nach Bestrahlung nicht in wesentlichem Ausmal; 
nachweisen, dagegen waren in einer Brenztraubensdurelésung (Be 
stimmung nach Friedemann usw. ohne vorhergehende Reduktion und 
ohne KMn0O,-Zusatz) 3,9°% des Acetaldehyds, der maximal aus de: 
Brenztraubensaiure entstehen kénnte, noch nachweisbar, wahrend in 
der unbestrahlten Lésung nur Spuren gefunden wurden. Ein Teil 
des Aldehyds ist wihrend der Bestrahlung natiirlich entwichen. 

AuBerdem entsteht in der bestrahlten Lésung von Brenztrauben. 
siure bei unserer Versuchsanordnung héchstwahrscheinlich Lssigsdur-. 
Wir verglichen mit Hilfe der Nachweismethode von Kriiger und 
Tschirch! Natriumacetatlésung mit der bestrahlten Lésung von brenz- 
traubensaurem Natrium, der entsprechenden unbestrahlten Lésung. 
dann mit bestrahltem Natriumlactat und schlieBlich mit Natrium- 
oxalat. Nur im Falle der bestrahlten Pyruvinatlésung konnten unte: 
dem Mikroskop deutlich tetraedrische Kristalle wahrgenommen werden. 
die den mit Natriumacetat gewonnenen vollkommen glichen. 

Bei der Milchsiure wurden auch Belichtungsversuche am é@tffuse) 
Tageslicht ausgefiihrt. Wurde z. B. eine Lésung von milchsaurem 
Lithium 0,1°%, (5cem + 10 Tropfen n/10 NaOH + 0,1 cem Sensibili- 
sator) dem Tageslicht 9 Stunden lang ausgesetzt, so ergab sich nach dem 
Verfahren von Friedemann usw. ein Abbau auf 73°). 


Zusammenfassung. 


1. Es werden iiber den Abbau der hochpolymeren Kohlenhydrate : 
Starke, Glykogen, Inulin, Dextrin, ferner der Starkekomponenten 
Amylose und Amylopektin im Lichte der Quarzquecksilberdampf- 
lampe — alle unter analogen Versuchsbedingungen — quantitative 
Angaben gemacht. Gemessen wurde die Menge der  auftretenden 
reduzierenden Substanz und der Milchséure. Die erstere besteht, wie 
eine Farbreaktion (auf Monosen allein) zeigt, nicht nur aus Glucose. 
es sind auch weitere reduzierende Stoffe vorhanden, und zwar diirfte 
es sich um Maltose handeln, doch scheinen — nach einigen qualitativen 
Proben — auch Vertreter der C,-Stufen in Spuren vorzukommen. 

2. Die Bestrahlungsversuche wurden auch auf schwach alkalisch« 
Lésungen von Milchséure und Brenztraubenséure ausgedehnt; dabei 
wird die Brenztraubensiure bedeutend rascher angegriffen als dic 
Milchsaéure. Bei Bestrahlung der Brenztraubensaure ist auch Aldehyd 
und — héchstwahrscheinlich — Essigsiure nachzuweisen. Es wurde 
schlieBlich gezeigt, daB Milchsaure im diffusen Tageslicht einen — wenn 
auch langsamen — Abbau erleidet. 


1 D. Kriiger u. E. Tschirch, Mikrochem. 1 (N. F.), 318, 1929. 
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Zur Methode 
der Milchsiurebestimmung nach Mendel und Goldscheider. 
Von 
Ragnvald Nordbié. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Oslo.) 


(Eingegangen am 4. Mai 1934.) 


Mendel und Goldscheider (1) haben eine besonders empfindliche, 
kolorimetrische Methode zur Bestimmung von Milchsiure angegeben. 
Da wir bei Verwendung der Methode mitunter auf UnregelmaBigkeiten 
in der Farbentwicklung gestoBen sind, haben wir die Faktoren, die diese 
Farbentwicklung beeinflussen, naher untersucht, insbesondere die 
Temperatur, die Veratrol- und die Milchséurekonzentration, die Schwefel- 
siure, die Zeit und, bei der Milchsiurebestimmung im Blute, die Eiweib- 
fallung. 


1. Die Temperatur wahrend der Veratroleinwirkung. 0,5 cem 2 mg-°, ige 
Milchsaéurel6sung wurde mit 3 cem konzentrierter Schwefelséure (Kahlbaums 
zur Milchsaurebestimmung) 4 Minuten in siedendem Wasser erhitzt und 
dann auf die gewiinschte Temperatur abgekiihlt. Dann wurde entweder 
0.1 oder 0,05cem Veratrol 1: 800 (in 96°,igem Alkohol) zugesetzt. Es 
wurden Temperaturen von 0 bis 30° untersucht. Die rote Farbe entwickelte 
sich am schnellsten bei 25 bis 30°. Nach 20 Minuten waren dagegen die 
Proben bei 10 bis 15° am starksten gefarbt. Nach 60 Minuten waren die 
Proben bei 0 bis 5° am starksten gefarbt, und die Farbintensitat nahm mit 
steigender Temperatur ab. Bei Temperaturen unter 15° war die Farb- 
entwicklung schneller und gréBer in den Proben mit 0.05 cem Veratrol als 
in den Proben mit 0.1 cem. Bei der verwendeten Milchsaéurekonzentration 
wurde demnach die starkste Farbentwicklung bei der Einwirkung von 
0.05cem Veratrol 60 Minuten bei 0° erhalten. 

2. Die Veratrolmenge. 0.5 cem Milchséurelésung wurde mit 3 eem kon- 
zentrierter Schwefelsiure 4 Minuten in siedendem Wasser erhitzt, auf 0° 
abgekiihlt und wahrend der Veratroleinwirkung bei 0° gehalten. Verschiedene 
Volumina Veratroll6sung 1: 800 (in 96°,igem Alkohol) wurden zugesetzt. 
Dabei andert sich nicht nur die Veratrolmenge. sondern auch die Alkohol- 
menge. Die Bedeutung der Alkoholmenge wurde nicht untersucht. Bei 
Milchséuremengen von etwa 10 7 wurde mit 0,05 ccm Veratrol die starkste 
Rotfarbung erhalten, bei Milchs&éuremengen von etwa 20 7 dagegen mit 
0,1 cem Veratrol. Bei gréBeren Milchsiuremengen miissen gr6Bere Volumina 
Veratrol zugesetzt werden, um die maximale Farbe zu erhalten. Fiir jJede 
Milchséuremenge gibt es eine optimale Veratrolmenge, gréBere und kleinere 
Veratrolmengen geben schwachere Farbe. Auch andert sich, wie Mendel 
und Goldscheider gezeigt haben, der Farbton, wenn man sich von der 
optimalen Veratrolkonzentration entfernt. Bei Verwendung der optimalen 
Veratrolmenge nimmt die Farbstérke in den ersten 60 Minuten bei 0° 
dauernd zu. Dagegen ist die Farbentwicklung eher beendet, wenn weniger 
als die optimale Veratrolmenge zugesetzt wird. Bei Blutfiltraten mit 5 bis 
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20 7 Milchséure in 0,5 cem Filtrat (d. h. 10 bis 40 mg-°,, Milchséure im Blute 
wird 0,05cem Veratrollésung 1: 800 (in 96°,igem Alkohol) giinstig sein 
bei einem Reaktionsvolumen von 3,5 cem (0,5 cem Filtrat + 3 eem Schwete 
siure) und bei einer Einwirkungszeit von 60 Minuten bei 0°. Bei de: 
niedrigen Milchsauremengen wird dann die maximale Farbe beinahe erreicht, 
wahrend die Veratrolmenge nicht so klein ist, daB der Farbton bei de: 
héheren Milchséurewerten orange wird. Von Bedeutung ist auch, daB dal» 
die Farbentwicklung soweit abgeschlossen ist, daB beim Kolorimetriere), 
keine bedeutende Anderung auftritt. Bei Verwendung von reinen Lactat 
lésungen ist der rote Farbton bis zum nachsten Tage haltbar, in Blutfiltrate, 
tritt dagegen allmahlich eine Braunfarbung ein. Bei Verwendung eine: 
20°,igen Veratrollésung nach Fuchs (2).wurde fast keine Rotfarbuny 
erhalten mit den kleinen, in Blutfiltraten vorkommenden Milchsaéuremengen 
3. Die Schwefelsdure. Statt der Schwefelséure zur Milchséurebestim 
mung (Kahlbaum) kann auch die p. a. Schwefelsiure von Merck verwendet 
werden. Die Mercksche Saure gibt dieselbe rote Farbe bei sonst gleichen 
Verhaltnissen, aber eine etwas schwiachere Farbe. Bei besonders niedrigen 
Milchséurekonzentrationen (unter 10 mg-°, im Blute) wird man deshalh 
die Spezialschwefelsiure nach Mendel und Goldscheider vorziehen. 

4. Ausfiihrung der Analyse. 0,5cem Milchsaéurelésung (5 bis 20; 
Milchséure enthaltend; bei gréBeren Milchséurewerten wird die Lésung 
entsprechend verdiinnt) + 3 cem konzentrierter Schwefelséiure. 4 Minuten 
in siedendem Wasserbade. 15 Minuten in Eiswasser um die Temperatur (0° 
anzunehmen. Kann nach Wunsch auch viel linger stehen. Dann 0,05 cem 
Veratroll6sung 1: 800 in 96°,igem Alkohol. Nach weiteren 60 Minuten 
wird bei 0° kolorimetriert. Die Farbe entspricht dann bei 10 7 Milchsaure 
der Farbe einer Lésung von 40 ccm einer wasserigen 0,01 °, igen Fuchsin- 
lésung + 7ecm einer wasserigen 0,01 °,igen Lésung von Tropéolin 000 
+ Wasser zu 1000 cem. Man kann entweder im Duboscq-Kolorimeter mit 
der Farbe von gleichzeitig ausgefiihrten Analysen von bekannten, etwa 
gleich starken Zinklactatlésungen vergleichen, oder im Keilkolorimeter mit 
einer geeigneten Lésung von Fuchsin-Tropaolin 000. Auch im letzten Falle 
wird man bei genauen Analysen eine oder zwei Analysen mit bekannten 
Zinklactatlésungen gleichzeitig ansetzen. Ein Zusatz von Zinksulfat zw 
Milchséurelésting bis 400 mg-°, war ohne EinfluB auf die kolorimetrische 
Bestimmung. Zinklactat kann deshalb zur Darstellung der Milchsiiure- 
standardlésungen verwendet werden. 

5. Die EnteiweiBung des Blutes. In Verbindung mit der Methode von 
Mendel und Goldscheider haben wir sowohl die Fallung mit Metaphosphor- 
siure wie die Fallung nach Schenck mit Sublimat-Salzséiure verwendet und 
immer iibereinstimmende Resultate erhalten. Da®B~ auch die Sublimat 
fallung in Verbindung mit der kolorimetrischen Milchséurebestimmung nach. 
Mendel und Goldscheider anwendbar ist, diirfte von Bedeutung fiir die 
Analyse von Muskeln sein. Beim Vergleich der beiden Fallungsmethoden 
haben wir sie, wie von Ronzoni und Wallen-Lawrence (3) beschrieben, aus 
gefiihrt. Die Metaphosphorsaure halten wir in pulverisiertem Zustande in 
einer gut verschlossenen Flasche vorratig. Jeden Tag wird eine frische 
Lésung bereitet. Die pulverisierte Saéure lést sich sehr leicht und schnell. 
Wenn zu lceem Blut + 6cem Wasser | cem 10° iger Metaphosphorsaure 
lésung zugesetzt wird, erhalt man eine rasche und vollstandige Eiweil 
fallung. Das Filtrat hat ein px von etwa 2,2 und darf einen Tag aufbewahrt 
werden ohne Anderung der nach Mendel und Goldscheider bestimmbare) 
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\Milchsduremenge. Auch das Filtrat nach der Zuckerfaillung kann ohne 
Schaden einen Tag stehen. 
6. Analysenresultate in defibriniertem Blute, Mit einer Blutprobs wurden 


folgende Analysen ausgefiihrt: a) 6cem Wasser + leem Blut + | cem 
Metaphosphorsaure (10 °,ig), b) 6,2 cem Wasser + 0.8cem Blut + 1 eem 
Metaphosphorsaéure, ¢) 5,8 ¢em Wasser + 1,2c¢cem Blut + 1lcem Meta- 
phosphorsaéure, d) 6,5 ¢em Wasser 100 7 Milchsaure enthaltend + 0,5 cem 
Blut + Leem Metaphosphorsiure. In den Filtraten wurde Zucker gefallt 


und Milchsaéure nach Mendel und Goldscheider bestimmt. Nach Abzug der 
zugesetzten Milchséiuremenge in der Probe d) und nach Umrechnen aller 
Analysenwerte auf 100cem Blut, wurden folgende Resultate erhalten: 
a) 23,2 mg-%, b) 23,7 mg-° c) 23,2 mg-%, d) 23,1) mg-%. 

In der Tabelle sind zusammengestellt einige Resultate bei der gleich- 
zeitigen Bestimmung der Milchsaure mit der kolorimetrischen Methode 
von Mendel und Goldscheider und der gasometrischen Methode von 
Avery und Hastings (4). Wie ersichtlich, gibt die gasometrische 
Methode 6 bis 7 mg-°, héhere Milchsiurewerte im Blute. Beim Ver- 
gleich der gasometri- 


schen Methode mit der Pabelle. 





Methode von Friede- Biut- Milchsture 
Cotoni 1 probe Eiweififillung Analysenmethode gefunden 
mann, otonio. und “xy, seh le 
Schaffer — [modifiziert uP 
7 folframs gasometrische 34,2 
von Friedemann und ! Wolframat wren : 

: “ Metaphosphorsaure 4 34,7 
Kendell (5)| fanden i kolorimetrische 27,7 
Avery und Hastings Sublimat ws 27,7 

. . gasometrische 3,4 
mit der gasometrischen - 

4 9 7 

Methode durchschnitt-  — * ” i F _, 

e . id - hol " kolorimetrische 19,1 
ich 4,5 mg- iOhere ; 

hy 3 Metaphosphorsiure gasometrische 30,1 


Milchsiurewerte. a kolorimetrische 23.9 


Literatur. 
1) Diese Zeitschr. 164, 163, 1925. 2) Ebendaselbst 217. 405, 1929. — 
3) J. of biol. Chem. 74, 363, 1927. — 4) Ebendaselbst 94, 2738, 1931. — 


5) Ebendaselbst 82, 23, 1929. 








Uber Aminopolypeptidase aus Hefe. 


17. Mitteilung iiber Pflanzenproteasen in der von R. Willstitter und Mit- 
arbeitern begonnenen Untersuchungsreihe *. 


Von 
W. Grassmann, L. Emden und H. Sehneller. 

(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayer. Akademie der Wissen- 
schaften und dem Physikalisch-chemischen Institut an der Universitit 
Miinchen. ) 

(Eingeyangen am 4. April 1934.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 

Anhaltspunkte hinsichtlich der aktiven Gruppen eines Enzyms 
kénnen gewonnen werden aus seinem spezifischen Verhalten gegen die 
reaktionsvermittelnden Gruppen der Substrate, aus dem Verhalten 
gegen Enzymgifte und Aktivatoren, schlieBlich in giinstigen Fallen 
aus der direkten Untersuchung gereinigter Enzympraparate mit chemi- 
schen oder physikalischen Methoden. 

Im Falle der Dipeptidase und der Aminopolypeptidase hat die 
Feststellung, da} diese Enzyme mit freien Aminogruppen der Substrat: 
in Reaktion treten', zu der (iibrigens keineswegs scharf bewiesenen) 
Vorstellung gefiihrt, daB eine der reaktionsvermittelnden Gruppen 
des Enzyms eine Carbonylgruppe sei*. Bei der analytischen Untersuchung 
weitgehend gereinigter tierischer Aminopolypeptidase sind A. K. Balls 
und Fr. Kohler auf den hohen Phosphorgehalt solcher Praparate ge- 
stoBen, von dem sie vermuten, daB er dem Enzym selbst eigentiimlich 
sei?, Unsere unten beschriebenen, mit Aminopolypeptidase aus Hef: 
durchgefiihrten Versuche ergeben bei Praiparaten ahnlichen Reinheits- 
grades einen bemerkenswert hohen Gehalt an Nucleinséure und scheinen 
damit diese Ansicht zu bestaétigen. Bei einer weiteren Anreicherung 
des Enzyms iiber den von Balls und Kéhler erreichten Reinheitsgrad 
hinaus nimmt aber der Phosphorgehalt nicht zu, sondern ab, wahrend 
gleichzeitig der Hauptteil der Nucleinsiure entfernt wird. 


* 16. Mitteilung, Zeitschr. f. physiol. Chem. 194, 124, 1931. 
' H. v, Euler u. K. Josephson, Zeitschr. f. physiol. Chem. 157, 122, 1926; 
162, 85, 1926; 166, 294, 1927; B. 60, 1341, 1927; W. Grassmannu.H. Dyckerhoftf, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 175, 37, 1928; B. 61, 656, 1928; EB. Waldschmidt- 
Leitz u. Mitarbeiter, B. 61, 299, 640, 1928. — # Euler u. Josephson, |. c.; 
E. Waldschmidt-Leitz u. G. Rauchalles, B. 61, 645, 1928. — ° A. K. Balls 
u. F. Kohler. Zeitschr. f. physiol. Chem. 205, 157, 1932; 219, 128, 1933. 
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Gegen Enzymgifte ist das Verhalten der Dipeptidase und der 
Aminopolypeptidase ein auBerordentlich ahnliches. Beide werden 
von H,S, HCN und Pyrophosphat! gehemmt. Die besonders aus- 
gesprochene Empfindlichkeit der Dipeptidase gegen H,S scheint nach 
demnachst zu ver6ffentlichenden? Versuchen auf einer stéchiometrischen 
feaktion des Enzyms mit H,S zu beruhen. Beobachtungen dieser Art 
kénnten zu der Annahme fiihren, daB auch in diesen Enzymen, ahnlich 
wie bei einem Teil der Atmungskatalysatoren, schwermetallhaltige 
Gruppierungen als reaktionsvermittelnde Zentren eine Rolle spielen. 
Auf der anderen Seite sind aber die genannten Peptidasen gleichfalls 
sehr empfindlich gegen manche Schwermetalle®, wie Hg, Cu, Ni, ferner 
gegen gewisse Oxydationsmittel, wie z. B. Jod. Es ist also zunachst 
nicht moéglich, das Verhalten gegen die verschiedenen Gruppen von 
Enzymgiften einheitlich zu deuten. 

Bei dieser Sachlage scheint es nicht aussichtslos, durch direkte 
Untersuchung hinlainglich gereiigter Praparate dieser Peptidasen 
Anhaltspunkte hinsichtlich der mit den Enzymgiften reagierenden 
Gruppierungen des Ferments zu gewinnen. Fiir diese Untersuchung 
eignet sich die besonders bestaéndige Aminopolypeptidase aus Hefe. 
weit besser als die recht empfindliche Dipeptidase. 

Zur Vorbereitung solcher Untersuchungen haben wir ein einfaches 
Reinigungsverfahren fiir Aminopolypeptidase aus Hefe ausgearbeitet, 
das, zunaichst ohne Anwendung eigentlicher Adsorptionsmethoden, 
zu einer Reinheitssteigerung um annadhernd das lOGOfache gegeniiber 
dem Ausgangsmaterial und um etwa das 100fache gegeniiber den besten 
bisher aus Hefe dargestellten Praparaten fiihrt. Fiir das im folgenden 
beschriebene Reinigungsverfahren, das sich in einzelnen Punkten 
an die Reinigung des ,,Hefetrypsins” nach R. Willstatter und W. Grass- 
mann* baw. nach W.Grassmann und H. Dyckerhoff® anschlieBt, sind 
folgende Schritte wesentlich: 

I. Freilegung aus der Hefezelle durch proteolytische Enzyme. 

II. Fallung des Enzyms durch Saure, zusammen mit einer Nucleo- 
proteinfraktion. 

Ill. Abtrennung von Nucleinsiure mittels Natriumacetat und 
Ammonsulfat. 

IV. Dialvyse. 


1 W. Grassmann u. H. Dyckerhoff, Zeitschr. f. physiol. Chem. 179, 41, 
und zwar S. 67, 1928; W. Grassmann, O.v.Schoenebeck, G. Auerbach, ebenda 
210, 1, und zwar S. 11, 1932; W.Grassmann u. O. Mayr, ebenda 214, 202, 
1933. — ? Vgl. auch Zeitschr. f. physiol. Chem. 214, 187, 1933. FuBnote. — 
3 W.Grassmann, O.v. Schoenebeck, G. Auerbach, ebenda 210, 3, 1932; 7’. Peters, 
Diss. Miinchen 1931. — * Zeitschr. f. physiol. Chem. 158, 274, 1926. — 
5 Ebenda 175, 24, 1928. 
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1. Freilegung des Enzyms durch proteolytische Enzyme. 


Die Aminopolypeptidase aus Hefe ist in unseren vorausgehende; 


Arbeiten durch eine verhaltnismabig langsame Autolyse bei schwach, 


alkalischer Reaktion gewonnen worden. Es bedeutet einen wesentliche: 
methodischen Fortschritt, daB wir die Freilegung unter Zusatz proteo 


lytischer Enzyme vornehmen. 


Unter ihnen bewahrt sich am_ besten 


das Papain' (Tabelle 1) das schon verschiedentlich zur Freilegung 


Tabelle I. 
Freilegung in Gegenwart verschiedener 
Proteasen. 
1800 g Frischhefe mit 100 cem Chloroform ver- 
fliissigt, dann mit 1000 cem Wasser versetzt. 
Je 300 cem der Suspension wurden bei sechwach 
alkalischer Reaktion der Autolyse iiberlassen. 
a) ohne Zusatz; b) mit Glycerinauszug aus 
Pankreas; c) mit Papain. 





Freigelegte Enzymmenge 
PoE. aus 300 cem Suspension 





Freilegungs- a eS 3 iiotintesnateemaniaiiical 
ohne Zusatz Pankreas- eae 
Std. auszug 
24 600 900 3600 
48 - 1860 6720 
72 1920 ae itis 


Tabelle LI. 
EinfluB der Freilegungszeit in 
Gegenwart von Papain. 
lg Papain auf 1 kg Frischhefe; sonstige Be- 
: dingungen wie in Tabelle I. 





Freilegungszeit Enzymausbeute 


Std pro kg Hefe Pow. 
48 12 330 23 
2 18 000 . 

144 18 100 = 


der Hefesaccharase 2, wir 
auch zur Auflésung un 
léslicher Enzyme* Ver 
wendung gefunden hat 
In Gegenwart von Pa- 
pain ist nicht nur di 
Enzymfreilegung _be- 
schleunigt, sondern auch 
Reinheitsgrad und Aus- 
beute erheblich — ver- 
mehrt, in guten Bei- 
spielen auf etwa das 
Zehnfache des friiher 
Erreichten. 


Bei Anwendung von 
lg Papain je kg Frisch- 
hefe wird vollsténdige 
Freilegung der Amino- 
polypeptidase nach un- 
gefahr 72 Stundenerreicht 
(Tabelle IT). Die nach 
48stiindiger Freilegung 
gewonnenen Enzymlésun- 
gen sind indessen, wie im 
folgenden Abschnitt ge- 
zeigt wird, trotz ihres 
etwas geringeren Enzym- 
gehalts fiir die weitere Ver- 
arbeitung  vorzuziehen. 
Die auf diese Weise ge- 
wonnene Enzymmenge 
entsprach im Mittel aus 


Das Praparat wurde von Herrn L. Wallerstein. Besitzer der Waller- 


stein Laboratories, New York, in freundlicher Weise zur Verfiigung gestellt, 
woftir wir ihm bestens danken. — ? R. Willstdtter u. W.Grassmann, diese 
Zeitschr. 208, 308, 1928; W.Grassmann u. T. Peters, Zeitschr. f. physiol. 


Chem. 204, 135, 1932. 


— 3 R, Willstdtter u. M. Rohdewald, ebenda 2038. 


189, und zwar S. 207, 1931; 204, 181. und zwar S. 184, 1932. 
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26 Versuchen 12400 Einh.' pro kg Frischhefe ? (héchstens 21400 PoE. (= Poly- 
peptidaseeinheiten ) und mindestens 5300 PoE.), wahrend triiher weniger 
als 2000 PoE./kg nach langer Autolyse gewonnen worden waren®. Da 
der in Lésung gehende Anteil der Hefesuostanz unter dem EinfluB des 
Papains nicht sehr wesentlich vermehrt ist, gelangt man auf diesem Wege 
schon ohne Fraktionierung bei der Autolyse zu Rohlésungen mit einem 
PoW. (= Polypeptidasewert)* von etwa 2 (héchstens 3,3 und mindestens 
1.0), mit Fraktionierung die tibrigens fiir die weitere Durchfiihrung 
des Verfahrens keinen Vorteil bietet — zu solehen vom PoW. 6. wihrend 
friiher bei fraktionierter Autolyse nur PoW. von etwa 0,4 bis 0,6° erhalten 
wurden, 

Blausaéurezusatz bei der Autolyse zur Aktivierung des Papains scheint 
das Ergebnis nicht wesentlich zu verbessern. Nach 48stiindiger Autolyse 
finden wir sogar in der Rohlésung im allgemeinen scheinbar um 20 bis 25 °, 
weniger Enzym als im Vergleichsversuch ohne HCN-Zusatz. Dabei ist 
aber zu beriicksichtigen, daB HCN die Enzymwirkung hemmt. Durch 
Essigsdurefaillung gewinnt man aus den in HCN-Gegenwart gebildeten 
Autolysaten ein wenig mehr Enzym als im HCN-freien Versuch. 





Die Freilegung 
oF : In der 
“3 Io ry: : > ar 
durch Papain ist nicht Eanymensboute Rohlisung ; Jp der 
, ita] 7, rerschie aus lkg Frischhefe nach 48 Std. ae ck ‘i 
grundsdtzlich —verschie- ae Fe gfe Aes fillung 
den von der autolyti- 
Neor . 1N 30 9 200 
schen Freilegung durch 2%) chne HCN... 14 63 ve 
gang b) mit m/100 HCN 10 950 10 500 


die zelleigene Hefe- 

proteinase, die mit dem Papain in den wesentlichen Merkmalen identisch 
ist®. Die bescheidenen Ergebnisse der rein autolytischen Freilegung be- 
ruhen vielmehr auf dem langsamen Verlauf und dem vorzeitigen Stillstand 
des proteolytischen Hefeabbaues unter dem EinfluB der wenig wirk- 
samen und durch Abtrennung bei der Fraktionierung noch weiter 
verminderten Hefeproteinase. Ohne Zusatz proteolytischen Enzyms 
kommt die Freilegung der Aminopolypeptidase nach einigen Tagen 
zum Stillstand, obwohl die Zellreste noch peptidasehaltig sind. Fiigt 
man in diesem Stadium Papain zu, so geht weitere Peptidase in Lésung 
und zwar so viel, daB insgesamt ungefihr ebensoviel Enzym erhalten 
wird, wie bei einer 2- bis 3tagigen, von Anfang an mit Papain durch- 
gefiihrten Freilegung. 


1 Wir bezeichnen als Einheit der Aminopolypeptidase das Fiinffache 
derjenigen Enzymmenge, die in | Stunde bei 40° 0,049 g d, l-Leucylglycyl- 
glyecin zu 50°, in Leucin und Glycylglycin spaltet. W.Grassmann u. 
H. Dyckerhoff, Zeitschr. f. physiol. Chem. 179, 41, 1928. — ? Angewandt 
wurde Betriebshefe verschiedener Fiihrungen (meist helles Bier) der 
Paulanerbréu A.-G., Miinchen. 3 W. Grassmann u. H. Dyckerhoff, Zeit - 
schr. f. physiol. Chem. 179, 61, 1928. — * Als Polypeptidasewert be- 
zeichnen wir die Anzahl der Einheiten pro 10 mg Trockensubstanz. 

5 W.Grassmann u. H. Dyckerhoff, Zeitschr. f. physiol. Chem. 179, 61. 1928, 
Tabelle 3. — *® W.Grassmann u. H. Dyckerhoff, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
179, 41 ,1928. 
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Beispiel. 2 kg Hefe verfliissigt wie im Versuch der Tabelle I, mit 1 Lite: 
Wasser verdiinnt und in zwei gleiche Portionen geteilt. Bei der Portion I] 
1 g Papain zugesetzt. Bei I wurde ohne Papain zunichst 48 Stunden auto 


lysiert und der Gang der Freilegung durch Enzymbestimmungen in der 


Gesamtsuspension! und in der Rohlésung verfolgt, dann abzentrifugiert, 
der Heferiickstand wieder in Wasser suspendiert und erneut der Autolyse 
iiberlassen. Dies wurde so oft wiederholt. bis kein Enzym mehr in Lésung 
gebracht werden konnte, obwohl der Riickstand noch enzymhaltig war. 
Papainzusatz — bewirkte 
dann die Auflésung wei- 
terer Enzymmengen (Ta 


belle IIT). 


Tabelle III. 


Freilegung mit Papain nach 
erschépfender Freilegung ohne Papain. 





(Einheiten pro kg.) Die —_ autolytische 
' 1 Freilegung der Amino- 
AORIRRRE. (eS , polypeptidase und die 
} i Mtiotakin b) Suspen- Lisung aie . 
a Sane sion Steigerung der Enzym- 
ausbeute bei zugefiigter 
1.— 48. Std. 2700 ms 7500 Proteinase beruht weder 
48.— 96. , 1320 2310 , + 
96,168 831 990 auf der Umwandlung 
168.—216. , 330 1320 einer Enzymvorstufe in 
91R _9 .O7 P - ° 
216.—240. 0 627 aktives Enzym, noch auf 
Summe: 5181 der Uhberfiihrung von 
300 mg Papain zugesetzt: Desmoenzym in Lyoen- 
1.— 24. Std. 800 * 1580 zym*. Die Verankerung 
1.—144. , 2640 2640 


144.—240. , Spuren Spuren 


* Nicht abzentrifugiert. 


der Aminopolypeptidase 
scheint vielmehr der des 





Invertins durchaus zu 
entsprechen. Das Enzym liegt schon in der Zelle in aktivem und 
léslichem Zustand vor. Durch ein griindliches Verreiben der Hefe 
in fliissiger Luft, entsprechend den Versuchen von R. Willstdtter und 
F. Racke® baw. R. Willstdtter und M. Rohdewald * gelingt es, das Enzym 
unter vélligem AusschluB autolytischer Prozesse in Lésung zu bringen. 
Die Ausbeuten entsprechen dabei ungefaéhr den mit Papain erzielbaren. 
Die Aminopolypeptidase scheint also in der Zelle vor der Auflésung 
durch unlésliche Membranen geschiitzt zu sein, deren Zerstérung ent- 
weder rein mechanisch oder durch enzymatischen Abbau méglich ist. 


' Die Bestimmung der Hefesuspension hat lediglich qualitative Be- 
deutung zur Abschdtzung des noch in der Hefezelle befindlichen ungelésten 
Enzymanteils. Anders wie im Falle der zuckerspaltenden Hefeenzyme sind 
die so ermittelten scheinbaren Peptidasemengen stets kleiner als diejenigen, 
die bei geeigneter Freilegung in Lésung gewonnen werden kénnen. Vgl. 
dazu R. Willstdtter u. W.Grassmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 158, 271, 
1926 (Hefedipeptidase). — ? Siehe FuBnote 3 auf 8.218. — % A. 427, 111, 
und zwar §. 120, 1922. 4 Zeitschr. f. physiol. Chem. 209, 38, und zwar 
S. 46, 1932. 
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lg Hefe wurde mit 3g Quarzsand (Kahlbaum) unter reichlicher Be- 
handlung mit fliissiger Luft '/, Stunde lang energisch zerrieben. Nach 
Zusatz von 18cem m/5 Phosphatpuffer, pH = 7.5, wurde rasch zentrifugiert, 
wobei die Temperatur am Ende der Operation auf 12° stieg. Die Lésung 
(12 cem) enthielt im cem 1,76 PoE., was einer Ausbeute von 21100 PoE./kg 
Frischhefe entspricht. Eine folgende zweitagige Autolyse des ausgewaschenen 
Riickstandes ergab kein weiteres Enzym. 

In einem Parallelversuch wurde die gleiche Hefe einer 72stiindigen 
Autolyse in Gegenwart von Papain und Chloroform unterworfen. Die 
Ausbeute betrug 20000 PoE. pro kg Hefe. 

In einem zweiten Versuch haben wir nach dem Zerreiben in fliissiger 
Luft eine Halfte der Hefemasse entsprechend | g Hefe 

a) mit m/5 Phosphatpuffer, px 7,5, 

b) die andere Halfte */, Stunden lang mit 8 cem wasserfreiem Glycerin 
(unter Zusatz von 10 ccm Tiswasser beim Zentrifugieren) ausgezogen. Die 
Enzymausbeute entsprach bei a) 6600 PoE., bei b) 7300 PoE., berechnet auf 
lkg Hefe. 

2. Fdllung des Enzyms durch Essigsdure. 

Die weitere Reinigung des Enzyms erfolgt entsprechend den Ver- 
suchen von Wullstdtter und Grassmann baw. Grassmann und Dyckerhof/ 
(l.c.) durch vorsichtiges Ausfaillen mittels Essigsaure, Auflésen des 
Niederschlags mit etwas Ammoniak und Dialyse. Wir verwenden 
hierbei mindestens so viel Essigsiure, daB eine grobflockige, in der 
Zentrifuge rasch absitzende Fallung entsteht, im Gegensatz zu friher, 
aber stets weniger, als zur vollstandigen Ausflockung des EiweiBkérpers 
notwendig ist. Gegen iiberschiissige Saéure ist némlich das Enzym 
auBerordentlich empfindlich. Auch scheint die Hauptmenge des Enzyms 
schon in den ersten Anteilen der EiweiBfillung enthalten zu_ sein. 

Bei Enzymlésungen, die durch 48stiindige Autolyse gewonnen waren 
(PoW. etwa 2), betrug die Enzymausbeute in der Essigséurefallung im 


Tabelle LV. Fallung der Polypeptidase durch Essigsaure. 
Die Enzymlésungen wurden mit Essigsiure bis zu einem py von 4,5 bis 4,7 
versetzt (benétigt werden hierzu etwa 1.6 bis 2,2 cem 2n Essigséure aut 
10cem Autolysat). Die Fallung wurde in wenig Wasser suspendiert, mit 
Ammoniak bis zur ganz schwach alkalischen Reaktion versetzt und vom 

Ungelésten abzentrifugiert. 





—— Fraktionierung bei der Vor der Fallung = Nach der Fallung a usbeute 
Std. _ Einheiten | PoW. Einheiten  PoW. Og 
48 0 12060 1 9450 | 15,2 79 
48 0 15000 =1,6 13860 35 92 
48 0 13 690 1,5 11100 24 81 
72 0 35100 2,9 10300 27,2 29 
48 21/, Std. nach Beginn 18530 34 12940 63,4 69 

der Autolyse 
48 Dasselbe 35892 6,1 10 000 — 28 
48 Bei Beginn der 11 400 Lt 7440 = 18,5 65 


Autolyse 
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Mittel aus 21 Versuchen 64°, (héchstens 94°, und mindestens 32°,,) 
Die Enzymaktivitat in der wieder aufgelésten Essigsaurefallung entsprach 
im Mittel einem PoW. von 39 (héchstens 76 und mindestens 15,2). Durch 
etwa achtstiindige Dialyse dieser Enzymlésungen konnten im Mittel au- 
zehn Versuchen Lésungen mit einem PoW. von 61 (héchstens 100) bei 
einem mittleren Verlust von etwa 27°, der Aktivitét erreicht werden. 
Die Verarbeitung der durch langere Autolyse oder durch Autolyse unte: 
Kraktionierung gebildeten Enzymlésungen bewahrt sich nicht. Das Enzym 
scheint hier empfindlicher zu sein. Die Verluste sind dementsprechend 
betrachtlich. 

Die durch Essigsiurefillung und Dialyse gereinigten Enzym- 
lésungen kénnen durch Fallung mit Aceton und Ather, besser und 
meist verlustlos durch Eindunsten im Vakuum bei Zimmertemperatur 
oder im maBig erwarmten Luftstrom in trockene Form gebracht werden. 
Solche Praéparate haben wir durch nochmalige fraktionierte Umfallung 
mit Essigsiure weiter gereinigt. Der Hauptteil des Enzyms fallt mit 
den ersten Anteilen des Niederschlags. Man erreicht bei der Umfallung 
Polypeptidasewerte von 110 bis 170 (ohne Dialyse bestimmt), doch ist 
der Enzymverlust im allgemeinen betrachtlich. 

Tabelle V. 
Reinigung durch fraktionierte Umfallung mit Essigsaure. 


Je 0,3 g Trockenpraparat wurden in 30cem Wasser gelést und mit Essig- 
saure gefallt. 





_Avsgangsoriparat | Aogemanate, | asgmensiowte pov. in aor | Relate 
PoE. PoW. cem 09 ree % 
1200 40 0,6 64 112 180 
1200 40 1,2 58 57 45 
1200 40 1,8 * 56 47 19 
2700 90 etwa 0,6 25 142 58 


* Vollstindige Ausfillung des Proteins ist bei etwa 2,1 cem erreicht. 


> 


3. Abtrennung von Nucleinsdure. 

Die durch Saurefaillung und Dialyse gereinigten Praparate, deren 
Reinheitsgrad in guten Beispielen, und zwar nach zweimaliger Fallung 
mit Essigsiure, den besten von A. K. Balls und F. Kohler! aus Darm- 
schleimhaut dargestellten nahekommt, zeigen die analytischen Eigen- 
schaften von Nucleoproteinen. Denn auber den EiweiBreaktionen 
fallen auch die Gruppenreaktionen auf Nucleinséuren, Purin-, Zucker- 
und Phosphorsadurereaktionen positiv aus. Im Absorptionsspektrum 
ist eine Bande mit einem Maximum bei 258 my zu erkennen, welche 


der Lage nach mit derjenigen von Adenin? und seinen Derivaten*® 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 205, 157, 1932; 219, 128, 1933. — 
2 R. Tschesche, B. 66, 581, 1933. —* K. Myrbdck, H. v. Euler, H. Hellstrém, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 212, 12, 1932; K. Myrbdck, Co-Zymase in Ergebn. 
d. Enzymforsch. 2, 159, Leipzig 1933. 
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iibereinstimmt (Abb. 1) und unter Beriicksichtigung der iibrigen Eigen- 
schaften der Praparate auf Adenylsaure zuriickgefiihrt werden mub. 
Dies scheint die Annahme von Balls und Kohler zu stiitzen und zu er- 
weitern, wonach Phosphor in organischer Bindung ein integrierender 
Bestandteil des Enzyms sein soll. Doch besteht nur bei den allerersten 
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¥ y 
4020 20 200 BO mgs 7 720 20 0 20mm 
Abb. 1. Abb. 2. 
Lichtabsorption yon Adenin und Lichtabsorption von Enzym- 
Adenylsiure nach Tschesche und priparaten verschiedenen Rein- 
Myrbdick. heitsgrades. (Vgl. Tabelle VI.) 


teinigungsschritten Parallelitaét zwischen Reinheitsgrad und dem 
spektroskopisch ermittelten Adenylsauregehalt (Tabelle VI, Abb. 2). 
Daf zum mindesten der Hauptteil der in unseren gereinigten Enzym- 
priparaten vorhandenen Nucleinsdure fiir die enzymatische Wirkung 
belanglos ist, zeigen weiterhin die im folgenden beschriebenen Versuche, 
in denen eine weitgehende Abtrennung der Nucleinsdure gelungen ist. 
Tabelle VI. Reinheitsgrad und spektroskopisch ermittelter 
Adenylsauregehalt. 





reagent Darstellung des Praparats Pow. log «* é Adenyfaanae 
Nr. Ol 
8 Kinmalige Essigsiurefallung, 6.4 0,79-—1 0,617 16,1 
Aceton-Ather-Trockenpraparat 
10 Dasselbe 40 = 0,07 1,17 30,3 
12 EKinmalige Essigsaurefallung, 90 §=—0,04 1,10 28,7 
Exsikkatortrockenpraparat 
124  Zweimalige Essigsaurefallung, 172  0,99—1 0,977 25,6 


Exsikkatortrockenpraparat 
* « bedentet in unserer Darstellung die Extinktion fiir lem Sehichtdicke und 100mg 
Trockenpriiparat pro Liter. Die Angaben der Tabelle sind berechnet auf Grund der Daten 
von K. Myrbdck (1. ¢.), wonach die Extinktion einer 1 mol. Lésung von Adenylsiéure 
(M == 337) 12900 betriigt. 
Nach H. Steudel und E. Peiser! kann eines der Nucleotide, die 
Guanylsdure, aus maibig konzentrierter Natriumacetatlésung in Form 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 120, 292, 1922; 127, 262, 1923. 
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eines schwer léslichen Natriumsalzes abgeschieden werden. Dies hat 
uns veranlaBt, das Verhalten unserer Enzympraparate gegeniibe: 
Natriumacetat zu priifen. Versetzt man eine Enzymlésung vom oben 
gekennzeichneten Reinheitsgrad mit so viel Natriumacetat, daB de: 
Gehalt daran 40 bis 50°, betragt, so erfolgt die Abscheidung eines 
dicken Niederschlags, der praktisch frei von Eiweil ist und die Gruppen 
reaktionen der Nuclein 

Tabelle VII. sduren zeigt. Der Nieder- 

schlag enthalt kein En 





Acetatniederschlag Enzymrestlisung** 


Reaktion 1,5 Gew.-0/9 * 0,16 Gew.-0/ zym; dieses wird in 
" FETA nahezu- quantitative: 
abatein. 3 a : Ausbeute in der Rest 
Biuret ... + lésung gefunden, welch: 
ait ie a ihrerseits starke Kiweil., 
Orcin. . . . = sehr schwach aber vergleichsweise nut 


* Eine 0,1 °/9ige Eieralbuminlisung zeigte noch sehr sehr schwache Nuclein 
deutliche Eiweifreaktionen. “ . ; 
** Nach Dialyse. siurereaktionen aul 
weist (Tab. VII). 
Ebenso ausgesprochen ist der Unterschied im Absorptionsspektrum 
der beiden Anteile: Es zeigt starke Anreicherung der Adenylsaiure im 
Natriumacetatniederschlag und Ver- 
minderung auf einen Bruchteil in’ der 
Enzymrestlésung (Tabelle VIII, Abby. 3). 





i 

/og € | 
a2 | 
Kin ahnliches Bild ergibt der Phos- 
0 ~V~] phorgehalt! der verschiedenen Fraktionen. 
Nur einen Bruchteil (z. B. ein Zehntel oder 














08-7 T ay pon a oe Sahn » . . 
Na-Azetat- weniger) des urspriinglichen Phosphors 
| Niederschlag findet man in der Enzymrestlésung wieder, 
6-7 | + + + . e . . 
at die Hauptmenge, etwa zwei Drittel, ist 
im Natriumacetatniederschlag enthalten 
2Y-7 = 2 ‘ . 
, und ein weiterer kleiner Anteil geht bei der 
| Dialyse verloren. Wahrend die ungefallten 
G27 ee ae et, j 
—* Lésungen einen Phosphorgehalt von durch- 
Osun ° . * P P 
value hd schnittlich 2 bis 4°, aufweisen, steigt 
derselbe in den Natriumacetatfallungen 
auf 6 bis 8°, und nahert sich damit dem 








220. 20 260 260 mu 
Abb. 3. 
Lichtabsorption der Enzymrest- 
losung und der Acetatfillung. Trotzdem ist aber der Phosphorprozent- 


theoretischen Wert fiir die Nucleinsaure 
von etwa 95°, schon recht erheblich. 


! Den Phosphorgehalt haben wir kolorimetrisch nach dem im Prinzi} 
von C. H. Fiske, Y. Subbarow (J. of biol. Chem. 66, 375, 1925) und K. Loh 
mann, 1. Jendrassik (diese Zeitschr. 178, 419, 1926) angegebenen Ver 
fahren bestimmt, nach Veraschung der Praparate mit KNO,-NaNO., 
Abdampfen mit HNO, und wiederholtem Aufnehmen mit Wasser. 
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Tabelle VILI. 





Adenylséure 


PoW. log ¢ & 
\cetatniederschlag . . 0 031 2,04 53.6 
Knzymrestlosung . . . 170 0,39 — 1 0,245 6.4 


Tabelle IX. 


Natriumacetatfallung und Phosphorgehalt. 





Gesamt- Gesamt- 

Priparat Bezeichnung Pok. PoW. gy eedicay — P-Gehalt 
Nr. mg mg 99 
24 Enzym vor Fallung, 

undialysiert . . . | 11550 29 4000 127,5 3,19 
Acetatniederschlag 
(22 Std. dialysiert) Spuren 1118 73,6 6,60 
Enzym nach Fallung 
(22 Std. dialysiert) 10000 210 480 9,2 1,91 
26 Enzym vor Fallung, 
undialysiert . . . 10300 21,5 4800 169 3,52 
Enzym vor Fallung, 
dialysiert ... . | 12870, 59 2180 126 5,79 
Acetatniederschlag . | Spuren = — 992 75,4 7,85 
Knzym nach Fallung 
und Dialyse . . . 12360 181 678 18,9 2,78 


gehalt in den Enzymrestlésungen nach der Dialyse nicht im er- 
warteten Ausmaf vermindert, und zwar deswegen, weil bei der 
Dialyse iiberwiegend phosphorarme Anteile austreten. 

Aus '/,g eines solechen Natriumacetatniederschlags wurde nach der 
Vorschrift von P, A. Levene! neben geringen Mengen einer anderen Base 
(Guanin ?) annéhernd reines Adeninpikrat (Nadeln, Zp. 280°) in einer 
Menge von 85 mg isoliert. Das entspricht bei einem durchschnittlichen 
Gehalt von 50°, Adenylséiure in unseren Fillungen einer Ausbeute von 
etwa 30°.. 

3,099 mg Substanz bei 100° im Vakuum getrocknet: 0,856cem N 
(24.5°, 723 mm). 


N gef.: 30,15°,, ber.: 30.77%. 


Wir sind so, ausgeliend von den durch Saurefallung gereinigten, 
jedoch in der Regel nicht mehr dialysierten Praparaten, mit einem 
mittleren PoW. von 39 durch die Natriumacetatfallung und darauf- 
folgende Dialyse bei meist geringem Enzymverlust zu solchen vom 
PoW. 260 bis 384 gelangt. 


1 J. of biol. Chem. 58, 441, 1922. 
Biochemische Zeitschrift Band 271. 15 
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Tabelle X. 
Reinheitssteigerung durch Abtrennung von Nucleinsaéure 
mittels Natriumacetat. 





Ausgangslisung, durch Fillung Natriumacetat- Reinheitssteigerung 
mit Essigsiure gereinigt losung in bezug auf die Ausbeut: 
i bei der 
nicht dialysiert dialysiert dialysiert dialysierte | Ausgangs- Fallun; 
Pow. | Pok. | PoW. | Pok. , PoW. | Pog. | /sang | lisung % 
32 55 3770 266 2650 = 4, 8fach 8,3fach 70,3 
27,2 52 4000 226 3860 §=6«4,3C*, eae 95 
40 60 9000 122 589) | 2 , sci 66 
35 11550 ) Die neutrali- 81 8160 i ne 70,4 
46 4620 Isierte Lésung 170 2343 - Chee 50,7 
31,3 9790 7 wurde ohne 104 4568 - 83 , 46,7 
23 ase | Dialyse ge- ||| 188 . * oi 
81,5 23875 fallt 384 2400 i 100 


Die Abtrennung indifferenter, P-reicher Ballaststoffe laBt sich 
indessen noch erheblich vollsténdiger und sicherer gestalten, wenn zu 
der mit Natriumacetat versetzten Enzymlésung Ammonsulfat bis zu: 
Sattigung hinzugefiigt wird. Cberraschenderweise wird das Enzym 
auch unter diesen Bedingungen nicht ausgesalzen. Man gelangt so 
(Tabelle XI) mit guter Ausbeute zu Restlésungen vom PoW. > 400, 
im besten Beispiel 445, Die Praparate zeigen, in 0,1 °%,iger Lésung ge- 
prift, noch die wichtigsten Farbreaktionen der EiweiBbk6érper (Biuret, 
Ninhydrin, Millon), ferner deutliche Orcin- und schwache Molisch- 
Reaktion. Der Phosphorgehalt des besten Praparats betrug nur 1,0 °, 


Tabelle XI. 
Reinheitssteigerung durch Abtrennung von Ballaststoffen mit 
Natriumacetat + Ammonsulfat. 











Ausgangslisung i 
durch Fallung mit Essigsiure | PPro 
ee §s a Os 
gereinigt i —- Reinheits- uehante 

nicht dialysiert dialysiert steigerung 5 
PoW. PoE. we. PoE. Fo 
20 5 580 196 4300 9,8fach 77,2 
47 11 200 410 7870 8.8 ,, 70,4 
33 10 400 450 6260 13,6 , 60 
15,2 — 270 — 17,8 , — 


4. Beispiel fiir die Gewinnung hochgereinigter Aminopolypeptidase. 

1900 g abzentrifugierte Hefe (mit einem Trockengehalt von un- 
gefahr 20%) werden mit 150 cem Chloroform unter dauerndem Riihren 
verfliissigt (ungefihr wahrend 20 Minuten), mit 950 ccm Wasser und 
etwas Toluol vermischt, durch Zusatz von Ammoniak auf schwacl) 
alkalische Reaktion gebracht (Curcuma soll eben braun gefarbt werden). 
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mit J,9g Papain versetzt und wiahrend der 48stiindigen Autolyse 
durch fortlaufenden Ammoniakzusatz bei schwach alkalischer Reaktion 
vchalten (pa etwa 7,4). Nach beendeter Autolyse wird vom Heferiick- 
tand abzentrifugiert. 

Die Rohlésung (1890 ccm mit einem Trockengewicht von 137 g, 
enthaltend 25000 Einheiten, PoW. 1,8) wird mit soviel 2 n Essigsaure 
versetzt (400 ccm), bis auf weiteren Saéurezusatz nur noch eine geringe 
Triibung und ganz leichte Flockung eintritt, was bei py 4,5 bis 4,7 
der Fall ist. Die Fallung wird méglichst rasch abzentrifugiert, mit 
1000 cem Wasser, das durch Zusatz einiger Tropfen Ammoniak und 
Essigsiure auf pu 5 gebracht wurde, gewaschen und wieder abzentri- 
fugiert. Das Zentrifugat wird in méglichst wenig Wasser suspendiert 
und mit Ammoniak auf eben ganz schwach alkalische Reaktion gebracht, 
wobei ein Teil der Essigséurefillung zusammen mit dem Enzym in 
Losung geht, und zentrifugiert. 

Die Lésung (150 ccm, Trockengewicht 5,05 g, 16700 Einheiten, 
PoW. 33) wird mit 60g Natriumacetat p. A. versetzt. tiber Nacht 
stehengelassen und vom entstandenen Niederschlag abzentrifugiert. 
Die Natriumacetatlésung (enthaltend 14700 Einheiten) wird mit kri- 
stallisiertem Ammonsulfat gesattigt, einige Stunden stehengelassen 
und wieder vom Niederschlag abzentrifugiert. Die Natriumacetat- 
Ammonsulfatlésung (12000 Einheiten) wird 24 Stunden in einer Fisch- 
blase zundchst gegen flieBendes Brunnenwasser und dann gegen de- 
stilliertes Wasser mindestens solange dialysiert, bis die Enzymlésung 
keine SO{-Reaktion mehr gibt. Um eine méglichst wirksame Enzym- 
lésung zu erhalten, ist es nétig, die Aktivitat der Enzymlésung wahrend 
der Dialyse dauernd zu kontrollieren, da von emem bestimmten Punkt 
der Dialyse an das Enzym sehr unbesténdig wird. Der Endpunkt 
der Dialyse ist auBerlich meist daran zu erkennen, dai die Enzym- 
lésung sich zu triiben beginnt und ganz feine weibe Flocken bildet. 
Die dialysierte Lésung enthalt 10000 Einheiten bei einem Gesamt- 
Trockengewicht von 0,22 g, PoW. 450. 

0,016 cem Enzymlésung in der Bestimmungsprobe von 2 cem, 49 mg 
Leucylglycylglycin, pu = 7,0, ¢ = 40°, L Stunde: 1,08cem n/20 KOH, 
entsprechend 0,216 Pok. leem enthalt demnach 13,5 PoE.  Trocken- 
gewicht: lLeem = 0,30 mg, PoW. = 450. 

Da die von Waldschmidt-Leitz aufgestellte und von Balls und Mit- 
arbeitern benutzte Einheit! der (tierischen) Aminopolypeptidase mit 
unserer friiher? definierten Einheit der Hefeaminopolypeptidase nicht 
iibereinstimmt, haben wir zum Vergleich ein Praiparat ahnlichen Reinheits- 
grades (PoW. 410) sowohl unter unseren, wie unter den von #alls ein- 
gehaltenen Bedingungen, allerdings bei dem fiir unser Enzym geltenden 
Aziditatsoptimum (pH = 7,0) ausgewertet. 


1B. 681, 12038, 1930. 2 Siehe FuBnote | auf 8.219. 
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a) Bestimmung nach Waldschmidt- Leitz. 
0,2cem Enzymlésung in l0cem, 0,245g  d, l-Leucylglyeylglyci: 
0,0005 Mol Phosphatpufter, pu = 7,0, 30°: Spaltung nach 60 Minuten 
0.86cem 0,2n KOH. Hieraus folgt 0,014 Einh. fiir die Probe ode: 
0,07 Einh. /cem. 


b) Bestimmung nach Grassmann und Dyckerhoft. 
0,04cem in der Bestimmungsprobe, 49 mg_ d, |-Leucylglycylglycin. 
em, I Stunde, 40°: Spaltung 1.38cem n/20 KOH, entsprechend 
unserer Einh. im cem. 


2c 
WA 
“ : : ; 7,¢ oY 
1 Kinh. nach Waldschmidt-Leitz entspricht also > as 110 Einh. nach 
Va 
Grassmann und Dyckerhoff. Das beste von uns erhaltene Praparat enthail 


F 45 ; 3 } } 
demnach in 10mg = 4,1 Einh. nach Waldschmidt-Leitz, gegeniibe: 
110 Bes 


2,2 Einh. in 10 mg bei den besten Praparaten von Balls und Kohler. 

Bei dem hier geschilderten Verfahren legten wir keinen entschei- 
denden Wert auf vollkommene enzymatische Einheitlichkeit. | Von 
unseren Praparaten wird Leucylglycin 500mal langsamer gespalten 
als Leucylglycylglycin. Die Proteinasewirkung war gering: 0,8 ccm 
Enzymlésung, 80 mg Gelatine, 1mg HCN, 2 ccm, 24 Stunden, 40°. 
Spaltung: 0,63 cem n/20 KOH. 


Zusammenfassung. 


1. Die Aminopolypeptidase aus Hefe kann durch Freilegung unter 
Zusatz proteolytischer Enzyme, z. B. Papain, in erheblich gesteigerter 
Ausbeute und Reinheit gewonnen werden. 

2. Die Reinigung der so gewonnenen Aminopolypeptidase bis zu 

Polypeptidasewerten von etwa 400 bis 450 gelingt mit guter Ausbeute 
durch Ausfallung des Enzyms mittels Essigséure, Aufnehmen in Am- 
moniak, Abtrennung von Ballaststoffen mittels Natriumacetat und 
Ammonsulfat, und Dialyse. 
3. In Ubereinstimmung mit der nach Balls und Mitarbeitern ge- 
reinigten tierischen Aminopolypeptidase zeigt die Aminopolypeptidase 
aus Hefe bei vergleichbarem Keinheitsgrad (PoW. etwa 200) einen 
hohen Gehalt an organisch gebundenem Phosphor (2 bis 4%). Die 
Praiparate zeigen die Kigenschaften von Nucleoproteinen und enthalten 
den Phosphor im wesentlichen in Form von Adenylsdure. Der gréBte 
Teil der Adenylséure kann ohne nennenswerten Aktivitatsverlust vom 
Enzym entfernt werden. 


Der I. G.-Farbenindustrie A.-G. danken wir auch an dieser Stelle 
fiir die Gewahrung eines Stipendiums an den einen von uns (H. Sch.). 
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Umwandlung von Glycerinsiure-di-phosphorsiure 
in Brenztraubensiure. 


Von 
C. Neuberg, W. Schuchardt und A. Vercellene. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Es ist bemerkenswert, dali, ebenso wie mono- und di-phosphorylierte 
Hexosen in der Natur vorkommen, das selbe auch fiir die Glycerinsaéure 
zu konstatieren ist. Man kann nun, wie sich aus den Untersuchungen 
von Neuberg und Leibowitz (1) ergibt, auf biochemischem Wege Hexose- 
di-phosphat zu Hexose-mono-phosphat abbauen und aus letzterem 
wieder den di-phosphorylierten Hexose-ester aufbauen. Ob ein gleiches 
fir die Glycerinséure-reihe gilt, ist bisher nicht festgestellt und bildet 
den Gegenstand noch im Gange befindlicher Untersuchungen. Im 
Verlauf derselben haben wir gefunden, dal} die Glycerinsdure-di-phos phor- 
sdure unter Dephosphorylierung in Brenztraubensdure iibergeht. 

Diese Umwandlung der Di-phosphoglycerinséure war bisher un- 
bekannt, und man sieht, daf in dem Substrat kein biochemisch 
unangreifbares Stoffwechselendprodukt vorliegt. Die entsprechenden 
Versuche sind vorlaufig mit Hefefermenten ausgefiihrt, es soll aber 
ihre Ausdehnbarkeit auf andere Zellarten geprift werden. In bezug 
auf die erwahnte Reaktion verhalt sich also die Di-phosphoglycerin- 
siure wie die Mono-phosphoglycerinséure, deren Uberfiihrung in Brenz- 
traubenséure durch Hefe und Mikroben von Newberg und Kobel (2), 
Antoniani (3) und Cattaneo (4) festgestellt ist, wihrend ihre entsprechende 
Spaltung mit tierischen Zellen von Embden, Deuticke und Kraft (5), 
Meyerhof und seinen Mitarbeitern (6) sowie von Barrenscheen und 
Beneschovsky (7) beschrieben wurde. Vor Jahren hatten Neuberg und 
Karezag (8) dargetan, daB die Hefe, fiir die bis dahin nur ein Spal- 
tungsvermégen gegeniiber Zucker-phosphorsdure-estern ermittelt worden 
war, auch Glycerinphosphorsaure hydrolysiert. DaB letztere ebenfalls 
Glycerinséure-mono-phosphorsaure zerlegt, folgt auBer aus alteren 
Befunden von Neuberg, Weinmann und Vogt (9) am synthetischen Produkt 
aus der erwahnten, unter Dephosphorylierung sich abspielenden Uber- 
fihrung in Brenztraubensaure. 

Die in dieser Abhandlung mitgeteilten Versuche lehren, dab die 
Glycerinsdure-di-phosphorsaure dem Angriff der Hefefermente  zu- 
ganglich ist. Der Abbau dieses Substrates zu Brenztraubensaure gelingt 
leicht mit frischer obergdriger Hefe, dagegen konnten wir ihn bislang 
bei frischer Unterhefe nicht erreichen; wohl aber laBt er sich durch einen 
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daraus bereiteten Mazerationssaft  bewerkstelligen. Man wird woh! 
nicht fehl gehen, wenn man diese Unterschiede mit Permeabilitats 
verhaltnissen in Zusammenhang bringt. In ihrer Einwirkung auf die 
Zucker-phosphorsiéure-ester zeigen ober- und untergérige Hefen ebenfall: 
Differenzen, es ist zudem bekannt, dal die Zucker-mono-phosphat: 
leichter von frischen Hefen gespalten werden als das Zymo-di 
phosphat. 

Bei anderem py (z. B. in Acetatpuffer — 5,0) erfolgt Vergdruny 
wie es fiir die Glycerinsiure-mono-phosphorsiure beschrieben ist (2) 
Wir gelangten bislang zu einer Vergarung von 55°, woriiber noch aus- 
fiihrlicher berichtet werden wird. 

In Anlehnung an die Vorschriften von Greenwald (10), der die 
Glycerinséure-di-phosphorsaéure entdeckt, und von Jost (11), der sie naéher 
untersucht hat, wurde aus frischem defibriniertem Pferdeblut das 
Bariumsalz der Glycerinséure-di-phosphorsaiure bereitet. Wir hielten 
uns bei der Isolierung im wesentlichen an die Angaben von Jost. Wir 
fallten nach der Schenck-EnteiweiBung das Quecksilber mit konzen- 
trierter Natriumsulfidlésung: dadurch wird die Methodik sehr  ver- 
einfacht. AuBerdem fiigten wir bereits im Schlachthause nach dem 
AbgieBen des Serums zum Riickstand eine Natriumfluorid-lésung 
um die Phosphatasewirkung abzuschwachen. 

Das neutrale Bariumsalz wurde in der dazu nétigen Menge n 10 
H Br gelést (9). Mit der doppelten Menge Alkohol wurde dann das saure 
Bariumsalz ausgefallt. Dieses wurde abzentrifugiert und mit Alkoho! 
und Ather gewaschen. 

Dieses Bariumsalz wurde durch Schiitteln mit der berechneten 
Menge Kaliumsulfatlésung umgesetzt und mittels Natronlauge ein 
Pu == 7,0 hergestellt. Der Gehalt der Lésung an Di-phosphoglycerinsaure 
wurde durch P-Bestimmung ermittelt. 


% ss ‘ . es os . os 
Uberfiihrung von Glycerinsiure-di-phosphorsiure in Brenztraubensaure. 
1. 20cem Lésung von di-phosphoglycerinsaurem Kalium (4,02 mg TP 
in | cem), 
2g frische Sinner-Oberhefe, 
2cem Toluol. 
2. 20cem Wasser, 
2g frische Sinner-Oberhefe, 
2cem Toluol. 
Zu den in der Tabelle | und Ll angegebenen Zeiten wurden in tiblicher 


Weise die erzeugte Brenztraubensiéure als 2, 4-Di-nitrophenylhydrazon und 
die abgespaltene Phosphorséure kolorimetrisch bestimmt. 
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Tabelle lI. 








mg anorganischer Phosphor mg anorganischer Phosphor 
Stunden in leem Versuchslisung Stunden in leem Versuchslisung 
et 1 ; 2 ¥: 1 2 
0 0,08 0,05 141 1,89 0,24 
45 1,16 0,20 189 2,15 031 
69 1,41 0,23 237 2,31 0,31 
Tabelle II. 





Abgespaltener P 


Gebildete Brenz- 


Abgespaltener P 


Gebildete Brenz- 





Stunden in 9/9 des Aus- traubensiure Stunden in 9/9 des Aus- traubens&ure 
gangsmaterials | in °/9 der Theorie gangsmaterials in °/) der Theorie 
45 25,8 -- 189 49,9 — 
69 31,6 13,1 237 54,1 34,0 
141 44,7 





Aus den Werten ersieht man, dai mehr Phosphor abgelést wird, 
als der erzeugten Brenztraubensaéure entspricht. 

Das pu wurde wahrend der Versuchszeit mehrmals kontrolliert; 
es hielt sich auf ungefahr 6,7. 

Es wurden auch Versuche mit Mazerationssdften ausgefiihrt, und 
zwar bei pq 6,7 in folgenden Ansatzen: 

3. 4ccm Lésung von di-phosphoglycerinsaurein Kalium, (8,04mg P 

in 1 cem), 
5 ,,  Mazerationssaft aus Patzenhofer Trocken-unterhefe, 
1 ,,  Toluol, 

4. 4ccm Wasser, 


5 ,,  Mazerationssaft aus Patzenhofer Trocken-unterhefe, 
1 ,, Toluol. 

Die Phosphorabspaltung wurde verfolgt; sie betrug nach 24 Stun- 
den 75,8°%,. 

Aus 4,73cem Versuchslésung wurden nach 24 Stunden 17,2 mg reines 
Di-nitrophenylhydrazon erhalten, die 25°%, gebildeter Brenztraubensiure 
entsprechen. 

Das Brenztraubensdure-2, 4-di-nitrophenylh ydrazon wurde stets durch 
Auflésen in Soda und Wiederausfallung mit verdiinnter Salzsiure ge- 
reinigt *, durch Verhalten, Farbreaktion und Schmelzpunkt sowie 
iiberdies durch Analyse identifiziert. 

2,750 mg Substanz gaben 0,489 ccm N, (21,5°, 760 mm, 50° KOH). 
C,H,O,N,. Ber.: N = 20,9%; gef.: N = 20,7%. 


* Zwecks Abtrennung etwa vorhandener Acetaldehydverbindung. 








C. Neuberg, W. Schuchardt u. A. Vercellone. 
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